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Kapitel 1 
Einleitung 
D i e von der Sonne ausgestrahlte Energ i e stel lt für den P l a n e t e n E r d e den e inzigen nennens-
werten Energ iezuwachs d a r . P r o J a h r treffen e twa 0.4 bis 1 - 1 0 2 2 k J au f die Erdoberfläche, 
davon ca . 5 0 % i m s i chtbaren B e r e i c h des S p e k t r u m s ( U . Siggel , 1991). Z u m Verg le i ch sei 
hier auf den menschl i chen Energ i everbrauch hingewiesen, der ~ 4 • 1 0 1 7 k J / J a h r beträgt. 
D u r c h die P h o t o s y n t h e s e werden zwischen 0.05 u n d 0.1 % der e ingestrahlten Sonnenenergie 
i n F o r m v o n chemischer Energ i e f i x i e r t . Dieser Prozeß bi ldet dadurch die G r u n d l a g e für das 
L e b e n auf der E r d e . 
D i e B e d e u t u n g der Photosynthese führt z u zwei s ich ergänzenden Z ie l r i chtungen i n der P h o -
tosyntheseforschung, die wie folgt charakter is iert werden können: 
• Photosynthese forschung b i lde t einen Zwe ig der Grundlagenforschung . Z i e l se tzung i s t , 
einen für die E n t w i c k l u n g des Lebens i n der heutigen F o r m f u n d a m e n t a l e n Prozeß 
verstehen z u l ernen . D i e B e d e u t u n g dieser Forschung läßt sich unter a n d e r e m an der 
Vergabe v o n zwei Nobe lpre i sen innerhalb v o n 5 J a h r e n für A r b e i t e n aus diesem B e r e i c h 
erkennen (1988 a n J . Deisenhofer , R . H u b e r u n d H . M i c h e l ; 1992 a n R . A . M a r c u s ) . 
• Photosynthese forschung h i l f t , die Lebensgrundlagen auf der E r d e z u e rha l t en . G e r a d e 
dieser anwendungsbezogene A s p e k t gewinnt i n den le tz ten J a h r e n vor d e m H i n t e r g r u n d 
der D i skuss i onen u m Ressourcenschonung u n d Energ ieknapphe i t z u n e h m e n d an B e d e u -
t u n g . Z i e l ist e in ' L e r n e n v o n der N a t u r ' bei e inem Prozeß, der, i m Gegensatz z u der 
v o n M e n s c h e n bisher p r a k t i z i e r t e n Energ iegewinnung , be i ' R a u m t e m p e r a t u r ' u n d N o r -
m a l d r u c k abläuft. 
Gerade für den l e t z ten A s p e k t stel lt die genaue K e n n t n i s der Primärprozesse A n r e g u n g s t r a n s -
fer u n d L a d u n g s t r e n n u n g eine u n a b d i n g b a r e Vorausse tzung dar . In P f l a n z e n u n d B a k t e r i e n 
laufen diese Te i l s chr i t t e i n k o m p l e x e n P r o t e i n e n ab . Eingelagerte Farbsto f fp igmente erfüllen 
dabei eine A n t e n n e n f u n k t i o n . Sie le i ten die Energ ie eines L i chtquantes m i t einer Ef f iz ienz 
von nahezu 1 0 0 % an ein spezielles Chlorophyllmolekül weiter , das i m angeregten Z u s t a n d 
ein E l e k t r o n abspa l te t . A u f einer ns -Ze i t ska la w i r d diese L a d u n g s t r e n n u n g d u r c h Wei tergabe 
des E l e k t r o n s a n benachbarte Akzeptormoleküle s tab i l i s ier t . 
A u f g r u n d der hohen Zeitauflösung bieten vor a l lem optische Untersuchungsmethoden die 
Möglichkeit, die Primärprozesse z u analys ieren. D i e Fluoreszenzspektroskopie nützt dabei 
einen der Ver lustprozesse z u r B e o b a c h t u n g aus. Sie stellt d a m i t eine ' n o n - i n v a s i v e ' - M e t h o d e 
d a r , d .h . die M e t h o d e b e w i r k t keine Veränderungen i m Untersuchungsob jekt . 
2 KAPITEL 1. EINLEITUNG 
D i e Z ie l se tzung der hier vorl iegenden A r b e i t war die U n t e r s u c h u n g des Anregungs t rans fers 
i n den A n t e n n e n s y s t e m e n v o n P h o t o s y s t e m I u n d II von höheren P f l a n z e n u n d A l g e n b z w . 
C y a n o b a k t e r i e n . 
A l s erster S c h r i t t w u r d e d a z u e in Meßplatz für zeitaufgelöste F luoreszenzspektroskop ie i m 
sub-ns -Ze i tbere i ch aufgebaut . E r zeichnet sich durch seine einfache Erweiterungsmöglichkeit 
i n den ps -Ze i tbere i ch aus. I n V e r b i n d u n g m i t e inem bereits bestehenden A u f b a u (Ze i t -
auflösung v o n 100 ns) konnten damit Prozesse bis i n den ms-Ze i tbere i ch untersucht werden . 
D a die an in r i ' ro -Systemen gewonnenen Ergebnisse keine Fluoreszenz aus d e m P h o t o s y s t e m I 
erkennen ließen, mußte dieser T e i l der E x p e r i m e n t e an P h o t o s y s t e m I-Präparationen (in 
miro -Systeme) durchgeführt werden. D i e Präparation erfolgte a m I n s t i t u t für B o t a n i k i n der 
A r b e i t s g r u p p e v o n H e r r n P r o f . H a u s k a . 
E n t s p r e c h e n d der Z ie l setzung gliedert sich die A r b e i t wie folgt: 
Das hier anschließende K a p i t e l gibt einen k u r z e n U b e r b l i c k über die grundlegenden bioche-
mischen u n d b iophys ika l i schen Abläufe bei den Primärprozessen. A u s g e h e n d v o m K o n z e p t 
des l inearen E lekt ronentranspor tes werden S t r u k t u r u n d F u n k t i o n der P h o t o s y s t e m e I u n d 
II vorgeste l l t . E i n eigener A b s c h n i t t befaßt sich m i t dem A u f b a u der A n t e n n e n u n d den 
verschiedenen M o d e l l e n für den Anregungstransfer . 
D a s nächste K a p i t e l beschreibt die Präparation von C h l o r o p l a s t e n u n d P h o t o s y s t e m I , sowie 
die H e r s t e l l u n g der P r o b e n . 
In K a p i t e l 4 w i r d der Meßplatz für zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie vorgestel l t . D e r 
Schwerpunkt w u r d e dabe i au f die E r z e u g u n g kurzer P u l s e m i t e inem Argon ionen laser u n d 
die D a r s t e l l u n g der Meßwerterfassung mitte ls Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r s i o n gelegt. 
K a p i t e l 5 g ibt die Ergebnisse an i n t a k t e n Systemen ( A l g e n , C y a n o b a k t e r i e n u n d C h l o r o p l a -
sten) wieder . D i e In terpre ta t i on ist nur unter Berücksichtigung der unterschied l i chen A n t e n -
nensysteme möglich. D a h e r werden die E x p e r i m e n t e m i t C y a n o b a k t e r i e n i n A b s c h n i t t 5.1 
d i s k u t i e r t , während die Messungen an A l g e n u n d C h l o r o p l a s t e n i n K a p . 5.2 dargestel l t s i n d . 
In K a p i t e l 6 s ind die E x p e r i m e n t e an P h o t o s y s t e m I-Präparationen v o n Sp inat u n d Ana-
baena variabilis beschr ieben. D i e Untersuchungen erstreckten s ich v o m m s - bis i n den sub-
ns -Ze i tbere i ch . D u r c h den E i n s a t z von O x i d a t i o n s - u n d R e d u k t i o n s m i t t e l w u r d e der R e d o x -
z u s t a n d des primären Donors u n d der t ermina len A k z e p t o r e n gezielt beeinflußt. D i e hier 
e r m i t t e l t e n Eigenschaf ten des Anregungstransfers i n der K e r n a n t e n n e des P h o t o s y s t e m s I 
werden vor dem H i n t e r g r u n d bekannter Mode l lvors te l lungen d i s k u t i e r t . 
K a p i t e l 7 g ibt eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser A r b e i t . 
Kapitel 2 
Photosynthese 
Dieses Kapitel gibt einen kurzen Überblick über die grundlegenden biophysikalischen und bio-
chemischen Abläufe der Primärprozesse der Photosynthese. Die in der Natur vorkommenden 
zwei Typen von Reaktionszentren, Photosystem I und Photosystem II, werden am Beispiel des 
Photosyntheseapparates von Pflanzen vorgestellt, wobei der Schwerpunkt auf der Darstellung 
von Photosystem I liegt. Anschließend soll auf neuere Ergebnisse eingegangen werden, die 
auf eine gemeinsame phylogenetische Abstammung der beiden Typen schließen lassen. 
Entsprechend ihrer Bedeutung für die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit werden die 
Begriffe 'Antennen' und 'Anregungsweiterleitung' in einem eigenen Abschnitt behandelt. 
2.1 Photosyntheseapparat bei Pflanzen - Uberblick 
D i e Photosynthese als Prozeß, be i d e m , ganz a l lgemein gesprochen, energiereiche K o h l e n -
h y d r a t v e r b i n d u n g e n ( v . a . Stärke u n d Zucker ) unter A u s n u t z u n g der Energ ie des Lichtes 
aufgebaut werden , läuft be i höheren P f l a n z e n u n d Grünalgen i n eigenen Zel lorganel len , den 
C h l o r o p l a s t e n , ab . D e r e n morpholog ische K e n n z e i c h e n s i n d eine eigene Hülle aus zwei p a r a l -
l e l ver laufenden B i o m e m b r a n e n u n d ein charakter ist isches M e m b r a n s y s t e m ( T h y l a k o i d e ) i m 
Inneren. J e nach A u s g e s t a l t u n g werden dabe i gestapelte u n d ungestapelte Bereiche unter -
schieden. 
In einer B i l a n z g l e i c h u n g läßt s ich die P h o t o s y n t h e s e folgendermaßen dars te l l en : 
6 C 0 2 + 1 2 H 2 0 C 6 H 1 2 0 6 + 6 0 2 + 6 H 2 0 (2.1) 
E i n e Di f ferenz ierung der dabei ab laufenden Tei lprozesse w i r d durch die E i n t e i l u n g i n L i c h t -
reakt ionen u n d D u n k e l r e a k t i o n e n erre icht . 
W i e A b b . 2.1 verabschau l i cht , w i r d i n den D u n k e l r e a k t i o n e n C 0 2 reduziert u n d z u m A u f b a u 
von K o h l e n h y d r a t e n benutz t ( C a l v i n - Z y k l u s ) . D a z u ist z u m einen der E lek t ronencarr i e r 
N A D P H nötig, z u m anderen die energiereiche V e r b i n d u n g A T P . D i e R e a k t i o n e n laufen i n der 
löslichen P h a s e ( S t r o m a ) der C h l o r o p l a s t e n ab . D a s erste E n z y m dieses Stoffwechselweges, 
die R i b u l o s e - l , 5 - b i p h o s p h a t - C a r b o x y l a s e ( k u r z : R u b i s c o ) , ist zugleich das häufigste P r o t e i n 
i n der Biosphäre ( J . B . M a r d e r u n d J . B a r b e r , 1989). 
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A b b . 2 .1: B l o c k d i a g r a m m der Photosynthese 
Die B i l d u n g von A T P u n d N A D P H erfolgt durch die L i c h t r e a k t i o n e n . D i e ersten Schr i t te 
dieses energieumwandelnden Prozesses werden d u r c h das kooperat ive Z u s a m m e n w i r k e n v o n 
drei verschiedenen P r o t e i n k o m p l e x e n kata lys i e r t , die i n die T h y l a k o i d m e m b r a n eingelagert 
s ind (s. A b b . 2.2): 
• P h o t o s y s t e m II ( P S II) 
• Cytochrom-bß-f -Komplex 
• P h o t o s y s t e m I ( P S I) 
D e n A u s g a n g s p u n k t der L i c h t r e a k t i o n e n b i lden die P h o t o s y s t e m e , P S II u n d P S I. A n h a n d 
ihres A u f b a u s sollen i m folgenden einige grundsätzliche Begr i f f l i chke i ten k u r z erläutert wer-
den. E i n e deta i l l ier te Beschre ibung findet sich i n den A b s c h n i t t e n 2.3 u n d 2.4. 
D ie be iden Photosysteme s ind s t r u k t u r e l l analog aufgebaut . D e r innere B e s t a n d t e i l , das Re -
a k t i o n s z e n t r u m , w i r d durch zwe i , re lat iv große P r o t e i n e ( M W ca . 30 b z w . 80 k D a ) gebi ldet , 
die s ich z w a r i n gewissen Bereichen ähneln, aber n icht ident isch s ind (heterodimere R e a k -
t ionszentren) . Eingelagert i n diese Pro te ine s ind der primäre D o n o r , der be i A n r e g u n g ein 
E l e k t r o n abspal ten k a n n , sowie eine K e t t e von Akzeptormolekülen, die dieses abgespaltene 
E l e k t r o n a n einen t e rmina len A k z e p t o r weiter le i ten. N a c h den entsprechenden M a x i m a i n 
den Redox-Di f ferenzspektren w i r d der primäre D o n o r b e i m P S I I als P 680 ( A m a x = 680 n m ) , 
b z w . b e i m P S I als P 700 (A 
max — 700 nm) bezeichnet . P 700 konnte als C h i a - D i m e r i d e n -
ti f iz iert werden , während es sich be i P 680, entgegen früheren Z u o r d n u n g e n , wahrsche in l i ch 
u m ein C h i a - M o n o m e r handel t ( F . J . E . van M i e g h e m et a l . , 1991). 
Zusätzlich befindet sich noch eine je nach A r t unterschiedl iche A n z a h l v o n Chi-Molekülen i n 
den be iden P r o t e i n e n . Sie b i lden die K e r n a n t e n n e . Ihre A u f g a b e ist auch die W e i t e r l e i t u n g 
von Anregungsenergie von den äußeren A n t e n n e n z u m primären D o n o r . 
Die äußeren A n t e n n e n s ind u m das R e a k t i o n s z e n t r u m h e r u m angeordnet . In A b b . 2.2 ist 
dies b e i m P S II schematisch angedeutet . E s handel t s ich dabei u m P r o t e i n k o m p l e x e , i n die 
C h l o r o p h y l l e u n d andere P igmente eingebunden s i n d . D i e Beze i chnung A n t e n n e , b z w . der 
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englische A u s d r u c k ' l ight harves t ing complexes ' ( L H C ) , leitet sich v o n ihrer F u n k t i o n ab , 
d e m E i n f a n g e n v o n L i c h t u n d d e m Trans fer der Anregungsenerg ie z u m R e a k t i o n s z e n t r u m . 
Je nach Zugehörigkeit w i r d dabei zwischen äußeren A n t e n n e n a m P S II ( L H C II) u n d a m 
P S I ( L H C I) unterschieden. 
Stroma 
l 
Thytakotd-
I 
membran 
Lumen 
PS-ll-Komptex PS+Komplex 
A b b . 2.2: Primärprozesse der Photosynthese - l inearer E l e k t r o n e n t r a n s -
por t (Erklärung der Abkürzungen: siehe T e x t ) 
A n h a n d von A b b . 2.2 sol len n u n die w i cht igs ten S c h r i t t e des l inearen E l e k t r o n e n t r a n s p o r t e s 
verdeut l i cht werden . 
N a c h einer A n r e g u n g der A n t e n n e n a m P S II d u r c h L i c h t u n d anschließender W e i t e r l e i t u n g 
der Energie z u m primären D o n o r w i r d e in E l e k t r o n a m P 680 abgespalten u n d über die 
A k z e p t o r k e t t e a u f e in C h i n o n ( Q B ) übertragen. D i e Rückreduktion v o n P 6 8 0 + erfolgt über 
E l e k t r o n e n , die be i der S p a l t u n g v o n zwe i Molekülen Wasser frei werden : 
2 H 2 0 0 2 + 4 H + + 4e~ (Wasserspa l tung i m P S II) 
In A b b . 2.2 w i r d dieser Prozeß durch ' M n ' symbo l i s i e r t , d a a n der W a s s e r s p a l t u n g e in C l u s t e r 
von 4 M n - A t o m e n betei l igt i s t . 
Q B kann zwei E l e k t r o n e n u n d , zur E r h a l t u n g der Ladungsneutralität, aus d e m S t r o m a zwei 
P r o t o n e n aufnehmen. E s w i r d d a m i t z u m H y d r o c h i n o n . N a c h Ablösung v o m P S I I d i f fun-
diert es i n der M e m b r a n z u m C y t o c h r o m - b e f - K o m p l e x . D o r t werden die E l e k t r o n e n a n der 
H y d r o c h i n o n - B i n d e s t e l l e a n den K o m p l e x abgegeben u n d die be iden P r o t o n e n i n den inne -
ren , von den T h y l a k o i d m e m b r a n e n umschlossenen B e r e i c h ( L u m e n ) freigesetzt ( B e i t r a g z u m 
Pro tonengrad ienten ) . C y t o c h r o m - K o m p l e x e t re ten sowohl i n der M i t o c h o n d r i e n ( A t m u n g s -
ket te ) , als auch i n den C h l o r o p l a s t e n u n d B l a u a l g e n a u f ( B . L . T r u m p o w e r , 1990; A . R i e d e l , 
1991). Sie erfüllen i n den verschiedenen O r g a n i s m e n die gleiche F u n k t i o n : die Übertragung 
zweier E l e k t r o n e n v o n e inem H y d r o c h i n o n auf e in wasserlösliches, l ed ig l i ch membranassoz i -
iertes P r o t e i n . B e i m C y t o c h r o m - b e f - K o m p l e x hande l t es s ich dabe i u m das K u p f e r - P r o t e i n 
P l a s t o c y a n i n , das als E l e k t r o n e n c a r r i e r z u m P S I fungier t . E s b indet dor t a n der Lumense i t e 
der beiden R e a k t i o n s z e n t r u m s p r o t e i n e . 
D i e E i n s t r a h l u n g eines weiteren P h o t o n s führt z u r L a d u n g s t r e n n u n g a m primären D o n o r des 
P S I ( P 700) u n d der W e i t e r l e i t u n g des E l e k t r o n s über die t e r m i n a l e n A k z e p t o r e n au f Fer -
redox in , einen E l e k t r o n e n c a r r i e r . P 7 0 0 + w i r d v o n r e d u z i e r t e m P l a s t o c y a n i n wieder reduz ier t . 
Das Ferredox in löst sich v o m P S I u n d di f fundiert zu e inem E n z y m , das die Übertragung von 
E l e k t r o n e n a u f N A D P + kata lys ier t ( F e r r e d o x i n - N A D P + - O x i d o r e d u k t a s e , F N R ) : 
N A D P + -(- 2 e - + H + — N A D P H 
D u r c h die be i der Wasserspa l tung freiwerdenden P r o t o n e n u n d die C h i n o n - H y d r o c h i n o n -
' P r o t o n e n p u m p e ' baut sich über die M e m b r a n hinweg e in Pro tonengrad ient auf. Dieser w i r d 
von e inem weiteren E n z y m , der A T P - S y n t h a s e ( C F i / C F 0 K o m p l e x ) , z u m A u f b a u von A T P 
durch die P h o s p h o r y l i e r u n g v o n A D P genützt: 
A D P + P i + H + — A T P + H 2 0 
Die zu beobachtende sehr große Eff iz ienz der Ladungstrennungsprozesse , d .h . die geringe Re -
kombinat i onsra te , ist zurückzuführen auf den hohen O r d n u n g s g r a d u n d die asymmetr i sche 
O r g a n i s a t i o n der T h y l a k o i d m e m b r a n . D e r Ladungstrans fer über die A k z e p t o r k e t t e hinweg 
verläuft i n R i c h t u n g abnehmender Energ ie . D a d u r c h w i r d eine schnelle (t ~ ns) gerichtete 
Elektronenversch iebung v o n der T h y l a k o i d i n n e n - zur Außenseite begünstigt. D e r G e s a m t w i r -
kungsgrad der Photosynthese ( L i c h t - u n d D u n k e l r e a k t i o n e n zusammengefaßt) l iegt vor a l lem 
wegen dieses Energieverlustes bei m a x i m a l 30 % ( L . S t r y e r , 1988). 
In den folgenden A b s c h n i t t e n werden S t r u k t u r u n d F u n k t i o n der für die In te rpre ta t i on der 
Ergebnisse dieser A r b e i t w icht igen K o m p o n e n t e n des A n r e g u n g s - u n d Ladungstrans fers ( A n -
tennen, P S II u n d P S I) näher erläutert. 
2.2 Antennen - Anregungsweiterleitung 
U n t e r dem Begr i f f ' A n t e n n e n ' werden P i g m e n t - P r o t e i n - K o m p l e x e vers tanden , deren A u f g a b e 
die A b s o r p t i o n von L i c h t u n d die W e i t e r l e i t u n g der Anregungsenergie z u m R e a k t i o n s z e n t r u m 
ist . 
2.2.1 C h l o r o p h y l l 
E x e m p l a r i s c h für die i n der N a t u r v o r k o m m e n d e n P i g m e n t e so l l hier näher au f die C h l o r o -
phyl le eingegangen werden . A b b . 2.3 zeigt die S t r u k t u r f o r m e l n v o n C h l o r o p h y l l a ( C h i a) 
u n d C h l o r o p h y l l b ( C h i b ) . 
Sie bestehen aus e inem subst i tu ier ten T e t r a p y r r o l - R i n g s y s t e m ( P o r p h y r i n ) m i t M g als zen-
t ra lem Ion u n d e inem P h y t o l r e s t . A u f g r u n d der s p 2 - H y b r i d i s i e r u n g der A t o m e i n den R i n g e n 
I, II u n d I I I , sowie der dazwischenl iegenden C - A t o m e , k o m m t es zur A u s b i l d u n g eines aus-
gedehnten 7r-Elektronensystems, an dem 18 Kohlensto f fa tome bete i l igt s i n d . D a r a u s ergibt 
sich eine p lanare S t r u k t u r des P o r p h y r i n r i n g e s . 
Das konjugierte x - E l e k t r o n e n s y s t e m b e s t i m m t die opt ischen Eigenschaften der C h l o r o p h y l l e 
( G . Renger , 1992; J . N . M u r r e l , 1967). 
D ie 18 x - E l e k t r o n e n des R i n g s y s t e m s s ind fest i m R i n g gebunden aber delokal is iert u n d 
können daher sehr gut m i t der T h e o r i e der freien E l e k t r o n e n beschrieben werden. 
Die O r b i t a l e eines E l e k t r o n s werden analog z u m quantenmechanischen P r o b l e m des Tei lchens 
i m Potent ia lkas ten auf einen K r e i s r i n g des U m f a n g s d beschränkt. E i n e Q u a n t e n z a h l 1, die der 
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A b b . 2.3: S t r u k t u r f o r m e l v o n C h l o r o p h y l l 
( H . M o h r , P . Schopfer , 1985) 
D r e h i m p u l s q u a n t e n z a h l eines E l e k t r o n s i n e inem a x i a l s y m m e t r i s c h e n P o t e n t i a l f e l d entspr i cht , 
charakter is iert die O r b i t a l e . Für die Energieeigenwerte erhält m a n : 
2m(P 
(2.2) 
1= 0 , ± 1 , ± 2 , . . . . 
m : M a s s e des E l e k t r o n s 
N a c h der P a u l i - R e g e l k a n n jeder D r e h i m p u l s z u s t a n d m i t zwei E l e k t r o n e n entgegengesetzten 
Spins besetzt werden . D i e E l e k t r o n e n verte i len s ich also i n folgender Weise a u f die Energ i e -
niveaus ( A b b . 2.4): 
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A b b . 2.4: B e s e t z u n g der D r e h i m p u l s n i v e a u s u n d mögliche niederener-
getische Übergänge 
D i e 18 ^ - E l e k t r o n e n des Chlorophyllmoleküls füllen die Niveaus bis 1 = ± 4 . U m die ersten 
angeregten Zustände (1 = ± 5 ) z u erreichen, s ind Ubergänge m i t A I = ± 9 oder m i t A I = ± 
1 möglich. N a c h den H u n d s c h e n Regeln führt der Übergang m i t A I = ± 9 z u e inem Z u s t a n d 
mi t tieferer Energ ie ( S i ) , als der Übergang m i t A I = ± 1 (S2-Zustand). 
D i e be iden Übergänge l iegen i m s ichtbaren Spektra lbere i ch . A b b . 2.5 zeigt das A b s o r p t i o n s -
s p e k t r u m einer m o n o m e r e n C h i a - Lösung, sowie das zugehörige T e r m s c h e m a . 
A b b . 2.5: A b s o r p t i o n s s p e k t r u m u n d T e r m s c h e m a v o n C h l o r o p h y l l a 
(aus: H . M o h r , P . Schopfer , 1985) 
B e i C h i a w i r d e in Übergang i n den S 2 - Z u s t a n d durch A n r e g u n g m i t A ~ 430 n m , i n den 
S i - Z u s t a n d m i t A ~ 670 n m erreicht . D i e A b s o r p t i o n s b a n d e n s ind sehr breit ausgeprägt u n d 
verschieben sich je n a c h Lösungsmittel u m bis z u 50 n m ( J . J . K a t z et a l . , 1991). B e i der 
A n r e g u n g i n den S x - Z u s t a n d w i r d noch zwischen der Q x - u n d der Q y - A n r e g u n g unterschieden, 
je nachdem para l l e l z u welcher Molekülachse die A n r e g u n g erfolgt . B e i C h i a hegt die Q X -
A n r e g u n g u m ca . 80 n m blauverschoben gegenüber der Q y - A n r e g u n g ( G . Renger , 1992). 
I m T e r m s c h e m a der A b b . 2.5 s i n d durch Pfei le die verschiedenen Möglichkeiten für Übergänge 
aus den angeregten Niveaus i n den G r u n d z u s t a n d angedeutet . D e r S 2 - Z u s t a n d relaxiert s t rah -
lungslos i n den S i - Z u s t a n d , d a die V i b r a t i o n s b a n d e n der be iden Zustände überlappen. W i e 
von Duysens gezeigt w u r d e , ist der S i - Z u s t a n d auch der 'b io logisch a k t i v e ' Z u s t a n d ( L . N . M . 
Duysens , 1952). D i e Anregungsenerg ie k a n n v o n i h m aus a u f e in Nachbarmolekül übertragen, 
für einen photochemischen Prozeß genutzt oder d u r c h F luoreszenz abgegeben werden. E i n e 
vierte Möglichkeit ist der strahlungslose Übergang i n den T r i p l e t t - Z u s t a n d ( T i ) durch inter -
system-cross ing ( I S C ) . D e r Übergang T i —• So ist sp inverboten u n d daher sehr langlebig 
(Halbwertsze i t c a . 10ms, H . M o h r , P . Schopfer , 1985). In vivo w i r d der T r i p l e t t z u s t a n d durch 
C a r o t i n o i d e gelöscht (strahlungslose R e l a x a t i o n ) . D a d u r c h w i r d die R e a k t i o n zu S ingulet t -
Sauerstoff u n d die B i l d u n g v o n Sauerstof fradikalen verhindert ( H . K i n g m a et a l . , 1985). 
2.2.2 A n t e n n e n o r g a n i s a t i o n 
D u r c h bhtzhchtmanometr i s che Messungen der C v B i l d u n g an A l g e n k o n n t e n 1932 E m e r s o n 
u n d A r n o l d ( R . E m e r s o n u n d W . A r n o l d , 1932) nachweisen, daß nicht alle Chl-Moleküle 
an photochemischen Reakt ionen betei l igt s i n d . Dies führte z u m Begr i f f der ' p h o t o s y n t h e t i -
schen E i n h e i t ' , die aus einer großen A n z a h l v o n Absorbermolekülen ( A n t e n n e n ) u n d e inem 
photochemisch reakt iven Z e n t r u m ( R e a k t i o n s z e n t r u m ) bestehen. D i e A n z a h l der A b s o r b e r -
moleküle hegt i n der Größenordnung v o n einigen hundert Molekülen p r o photosynthet i scher 
E i n h e i t . J e nach Spezies handelt es s ich dabei nicht nur u m Chl-Moleküle. T a b . 2.1 g ibt 
einen Überblick über die bei P f lanzen u n d Grünalgen, sowie C y a n o b a k t e r i e n hauptsächlich 
v o r k o m m e n d e n P igmente . 
P i g m e n t A b s o r p t i o n V o r k o m m e n 
P f lanzen u n d 
Grünalgen 
C h l o r o p h y l l a 
C h l o r o p h y l l b 
670-700 n m 
u m 650 n m 
i m K e r n k o m p l e x 
' u n d L i c h t s a m m e i k o m p l e x 
C y a n o b a k t e r i e n 
C h l o r o p h y l l a 670-700 n m i m K e r n k o m p l e x 
P h y c o e r y t h r i n 
P h y c o c y a n i n 
A l l o p h y c o c y a n i n 
ca . 540-570 n m 
u m 620 n m 
u m 650 n m 
| i n den P h y c o b i l i s o m e n 
Tabe l le 2.1: A n t e n n e n p i g m e n t e be i P f l a n z e n , Grünalge u n d C y a n o b a k -
ter ien (nach G . R i c h t e r , 1981) 
A u s der A u f s t e l l u n g i n T a b . 2.1 w i r d d e u t l i c h , daß die P i g m e n t e n i cht n u r eine räumliche, 
sondern auch eine spektrale ' A n t e n n e n f u n k t i o n ' bes i tzen . V o r a l l em die C h l o r o p h y l l e können 
i n ihren A b s o r p t i o n s m a x i m a sehr s tark var i i eren , entsprechend der d i r e k t e n U m g e b u n g , i n 
der das Molekül s ich befindet (siehe K a p . 2.2.1). 
In vivo s i n d die Antennenp igmente i n P r o t e i n e eingelagert ( P i g m e n t - P r o t e i n - K o m p l e x e ) . Ihre 
Größe schwankt zwischen ca . 25 k D a u n d 80 k D a ( J . H . Go lbeck et a l . , 1991; J . G a r n i e r et 
a l . , 1986). I n der Rege l ragen sie d u r c h die T h y l a k o i d m e m b r a n h i n d u r c h u n d s i n d u m die , 
das R e a k t i o n s z e n t r u m tragenden P r o t e i n e h e r u m angeordnet . N u r die P h y c o b i l i s o m e n be i 
den C y a n o b a k t e r i e n b i lden scheibchenförmige S t a p e l , die au f der M e m b r a n s i t zen . 
D i e V e r t e i l u n g s p e k t r a l unterschiedl icher A n t e n n e n p i g m e n t e au f die P r o t e i n k o m p l e x e ist noch 
nicht vollständig geklärt. A u s Fluoreszenzmessungen a n verschiedenen Photosystempräpara-
t ionen ( T . G . Owens et a l . , 1987; J . W a c h t v e i t l , 1986; R . S p a r r o w et a l . , 1990) u n d an M u t a n -
tenstämmen v o n B a k t e r i e n ( T . G . Owens et a l . , 1989) läßt sich j edoch eine grobe E i n t e i l u n g 
i n per iphere L i chtsammeisys teme ( ' l ight harves t ing complexes ' , L H C ) u n d eine zentrale A n -
tenne ( K e r n a n t e n n e ) vornehmen. Letz tere s i tzt i n u n m i t t e l b a r e r Nähe z u m primären D o n o r , 
P 680 b z w . P 700, der photosynthet ischen E i n h e i t . Für P S I k o n n t e n T . G . Owens et a l . die 
Größe der K e r n a n t e n n e aus der A b n a h m e der F luoreszenzabk l ingze i t i n Abhängigkeit v o m 
C h l o r o p h y l l g e h a l t der P r o b e m i t ca . 60 - 70 C h i a - Moleküle p r o P 700 b e s t i m m e n ( T . G . 
Owens et a l . , 1987). 
D ie Unters che idung zwischen L H C u n d zentraler A n t e n n e läßt j edoch a p r i o r i noch keine 
Aussage über die V e r t e i l u n g der s p e k t r a l unterschiedl i chen P i g m e n t e i n den A n t e n n e n z u , d a 
h ierbe i n u r das Vorhandense in mehrerer P i g m e n t - P r o t e i n - K o m p l e x e festgestellt w i r d . In der 
D i s k u s s i o n stehen zwei Mode l l e ( R . K o p e l m a n , 1976): 
• funnel model: D i e P i g m e n t e s ind s p e k t r a l ansteigend z u m R e a k t i o n s z e n t r u m h i n an-
geordnet . E s ergibt s ich ein gerichteter Transfer der Anregungsenergie h i n au f das 
R e a k t i o n s z e n t r u m . 
• random laüice model: S p e k t r a l unterschiedl iche A n t e n n e n p i g m e n t e s i n d , räumlich ge-
sehen, s tat i s t i s ch i n den P r o t e i n e n ver te i l t . 
E n t s p r e c h e n d d e m geschwind igke i t sbes t immendem S c h r i t t b e i m Anregungstransfer u n d -e in -
fang werden i m ' r a n d o m l a t t i c e ' - M o d e l l zwei Grenzfälle unterschieden ( N . E . Geac intov u n d 
J . B r e t o n , 1987): 
• D e r geschwindigke i tsbest immende Schr i t t ist die ' D i f f u s i o n ' der A n r e g u n g i n der A n -
tenne (diffusion-limited case, A . R . H o l z w a r t h , 1990). E r r e i c h t die A n r e g u n g das Reak-
t i o n s z e n t r u m das erste M a l , w i r d sie dort eingefangen u n d die Ladu n gs t r en n u n g findet 
s t a t t . 
• D e r geschwindigke i tsbest immende S c h r i t t ist das ' T r a p p e n ' der A n r e g u n g i m R e a k t i -
o n s z e n t r u m (trap-limited case, T . G . Owens et a l . , 1988 u n d 1989 ). Das E i n f a n g e n 
der A n r e g u n g a m R e a k t i o n s z e n t r u m ist vergleichsweise l a n g s a m , sodaß sie es m i t einer 
n icht verschwindenden Wahrsche in l i chke i t wieder verlassen k a n n . 
2.2.3 T h e o r i e d e r A n r e g u n g s ü b e r t r a g u n g 
N a c h der Einführung des Begriffes der 'Pho tosynthe t i s chen E i n h e i t ' war der molekulare M e -
chanismus der Energieübertragung zwischen den P i g m e n t e n i n den A n t e n n e n u n d zwischen 
A n t e n n e n u n d R e a k t i o n s z e n t r u m lange Zeit eine der ungeklärten Fragen der Photosynthese -
forschung. V i e l e Möglichkeiten des Energietransfers , darunter auch die chemische Di f fus ion 
oder Anregungs t rans fe r über den T r i p l e t t z u s t a n d , w u r d e n i n B e t r a c h t gezogen. 1952 zeigte 
schließlich D u y s e n s , daß die Photoenerg ie i n der Rege l über den ersten angeregten S ingu le t t -
z u s t a n d weitergegeben w i r d ( L . N . M . D u y s e n s , 1952). 
Ungefähr z u r selben Ze i t veröffentlichten Förster u n d D e x t e r ihre A r b e i t e n über 'sensit ized 
luminescence ' , d .h . den s trahlungs losen U b e r g a n g v o n Anregungsenergie von e inem Molekül 
D ( A b s o r b e r ) a u f e in Molekül A ( E m i t t e r ) , das anschließend diese Energ ie i n F o r m von F l u o -
reszenz abgibt ( T . Förster, 1947 u n d 1948; D . L . D e x t e r , 1953). 
O b w o h l Förster u n d D e x t e r ihre Ergebnisse be i der B e a r b e i t u n g v o n Fragestel lungen aus der 
Molekül- b z w . Festkörperphysik erhie l ten , läßt s ich v o r a l l e m die v o n Förster entwickelte 
Theor i e des Resonanztransfers sehr gut au f das P r o b l e m der Anregungswe i ter l e i tung i n A n -
tennensystemen übertragen. I m folgenden werden die Grundzüge dieser Theor ie dargestel l t . 
Förster - D e x t e r - M e c h a n i s m u s 
E i n angeregtes Donormolekül D u n d ein Akzeptormolekül A i m G r u n d z u s t a n d s ind über 
C o u l o m b w e c h s e l w i r k u n g gekoppel t . N i m m t m a n a n , daß n u r zwei E l e k t r o n e n , eines v o n D 
u n d eines von A bete i l igt s i n d , k a n n m a n den A u s g a n g s z u s t a n d m i t der vollständig a n t i s y m -
metr i s i er ten W e l l e n f u n k t i o n beschreiben: 
• / = ^ ( ^ ( 1 ) ^ ( 2 ) - V L ( 2 ) ^ ( 1 ) ) (2.3) 
D a b e i s i n d (pD u n d tpA die lokalen Wel len funkt ionen des angeregten S ingule t tzustandes v o n 
D u n d des G r u n d z u s t a n d e s v o n A . D i e Indizes (1) u n d (2) beziehen sich a u f die bete i l igten 
E l e k t r o n e n . 
E n t s p r e c h e n d g i l t für den E n d z u s t a n d $ f : 
* F = V\(2 ) - <P°D(2) <p\(l)) (2.4) 
D i e Wechse lwirkungsenerg ie UDA zwischen den Molekülen k a n n m a n d u r c h die B i l d u n g des 
M a t r i x e l e m e n t s der be iden Wel l en funkt i onen berechnen: 
UDA = (*F\HDA\*I) = U%A + ü ß A (2.5) 
HDA '• Wechse lwirkungsoperator 
D i e W e c h s e l w i r k u n g läßt sich i n zwei Beiträge aufspal ten : 
den (d i rekten ) C o u l o m b t e r m U%A = \ • (<pD{l)<p\{2)\HDA\vD{l)yA{2)) (2.6) 
den A u s t a u s c h t e n U$A = \ • (f>%(2)(p\(l)\HDAWDWVA(2)) (2.7) 
D i e G l e i c h u n g e n 2.6 u n d 2.7 kennzeichnen die beiden Grenzfälle. 
D i e A u s t a u s c h w e c h s e l w i r k u n g trägt vornehml i ch be i k le inen Molekülabständen z u m Energ i e -
transfer be i . E s k o m m t dabei z u e inem Überlappen der W e l l e n f u n k t i o n e n . I n diesem F a l l k a n n 
das angeregte E l e k t r o n nicht mehr e indeut ig e inem der beiden Moleküle zugeordnet werden . 
D i e Übergangswahrscheinlichkeit für die A n r e g u n g ist p r o p o r t i o n a l dem Überlappintegral der 
W e l l e n f u n k t i o n e n , m i t dem Proportionalitätsfaktor Z 2 = K 2 e x p ( - 2 R / L ) . K ist eine K o n s t a n t e 
der D i m e n s i o n E n e r g i e , R der Molekülabstand u n d L kennzeichnet den ef fektiven m i t t l e r e n 
B o h r r a d i u s ( B . D i B a r t o l o , 1984). D u r c h die A u s t a u s c h w e c h s e l w i r k u n g können d a m i t auch 
verbotene Anregungswe i ter l e i tungen erfaßt werden, z . B . der Energieübertrag v o n e inem T C h l 
au f ein C a r o t i n o i d . 
D e r langreichweit ige C o u l o m b t e r m dagegen beschreibt den A n r e g u n g s t r a n s f e r bei großen 
Molekülabständen. U n t e r der Vorausse tzung schwacher W e c h s e l w i r k u n g zwischen den M o -
lekülen, d .h . UDA ist kle iner als die B r e i t e der V i b r a t i o n s b a n d e n der e inze lnen Moleküle, läßt 
s ich der Wechse lwi rkungsopera tor m i t Störungsrechnung 1. O r d n u n g dars te l l en . Diese W e c h -
s e l w i r k u n g k a n n als S u m m e der Coulombwechse lwirkungen der E l e k t r o n e n u n d der K e r n e A 
u n d B ausgedrückt werden. Für D i p o l - D i p o l - W e c h s e l w i r k u n g ergibt s ich aus der Re ihenent -
w i c k l u n g eine R - 3 - A b h ä n g i g k e i t . D i e charakterist ische Zeit TDA der A n r e g u n g s w e i t e r l e i t u n g 
zwischen den Molekülen läßt s ich i n diesem F a l l wie folgt schreiben ( T . Förster, 1948): 
(2.8) 
m i t dem Försterradius RQ gegeben d u r c h : 
Äo = 8,785 • 10 1 V n - ' 4 / FD{u)iA{u)^ (2.9) 
TP : natürliche Lebensdauer des angeregten Zustandes des Donormoleküls 
(A(V) : mo larer Ext inkt ionskoe f f i z i ent 
FD(V) : normal is ier tes E m i s s i o n s s p e k t r u m 
n : Brechungs index des M e d i u m s 
K : räumlicher Or ient ierungs faktor 
R D A '• A b s t a n d zwischen D o n o r u n d A k z e p t o r 
D e r Or ient i e rungs faktor K beschreibt die Abhängigkeit von der räumlichen A n o r d n u n g der 
beiden D i p o l e zueinander ( A b b . 2.6). 
D i e mögbchen W e r t e v o n K var i ieren von 0 bis 4. D i e tatsächliche Lage der D i p o l e w i r d d u r c h 
die P r o t e i n e b e s t i m m t , m i t denen die Moleküle verbunden s i n d . Förster hat den M i t t e l w e r t 
für eine zufällige räumliche V e r t e i l u n g berechnet: 
D e r Försterradius RQ beschreibt die kr i t ische E n t f e r n u n g der Anregungsübertragung ( d . h . 
die E n t f e r n u n g , bei der die A n r e g u n g m i t 5 0 % Wahrschein l i chkei t v o n D auf A übergeht) . 
Be t rachte t m a n z . B . zwei gleiche Bakterienchlorophyllmoleküle m i t der natürlichen Lebens -
dauer rP = 18 • 1 0 - 9 s u n d Ro = 8 n m , so kann m a n aus der Förstergleichung (2.8) die 
Zeit TDA wie folgt berechnen ( A . Y . B o r i s o v , 1989): 
B e i e inem A b s t a n d v o n 4 n m zwischen den Zentren der Bakterenchlorophyllmoleküle findet 
m a n 
K = cos a - 3 cos ß1 cos ß2 
A b b . 2.6: D e r Or ient ierungs faktor K (flA,fib: D i p o l m o m e n t e ) 
= 2/3 
280ps 
u n d be i 2 n m A b s t a n d verkürzt sich die Zeit auf 
4 ,4ps 
D i e Temperaturabhängigkeit der A n r e g u n g s w e i t e r l e i t u n g w i r d d u r c h G l . 2.8 nicht exp l i z i t 
ausgedrückt, sondern ist über Äo gegeben. I n die Berechnung des Förster-Radius geht der 
energetische Überlapp aus d e m E m i s s i o n s s p e k t r u m v o n A u n d dem A b s o r p t i o n s s p e k t r u m 
v o n B ein (siehe G l . 2.9). B e i höheren T e m p e r a t u r e n , d .h . Bese tzung höherer Schwingungs-
u n d R o t a t i o n s n i v e a u s , is t dieser energetische Überlapp wegen der V e r b r e i t e r u n g der S p e k t r e n 
größer, u n d d a m i t die A n r e g u n g s w e i t e r l e i t u n g erleichtert (Resonanz ) . 
Reale A n t e n n e n 
D i e bisherige B e t r a c h t u n g beschränkte sich au f den Anregungstrans fer zwischen zwei gleichen 
Molekülen i m A b s t a n d R D A - In realen A n t e n n e n s y s t e m e n l iegen jedoch eine große A n z a h l 
z . T . unterschied l i cher Absorbermoleküle (siehe A b s c h n i t t 2.2.2), als auch e in R e a k t i o n s z e n -
t r u m als T r a p vor . D a genaue D a t e n über S t r u k t u r u n d A u f b a u der Antennensys teme nicht 
vor l iegen, is t m a n be i der B e s c h r e i b u n g dieser S i t u a t i o n auf Modellüberlegungen angewiesen. 
D i e zwei w i ch t igs ten M o d e l l e werden hier vorgeste l l t . 
I . R a n d o m - W a l k - M o d e l l ( R . M . P e a r l s t e i n , 1982) 
A u s g a n g s b i l d : Antennenmoleküle u n d R e a k t i o n s z e n t r e n ( R C ) besetzen die Plätze eines re-
gulären G i t t e r s . D i e K o n z e n t r a t i o n der Antennenmoleküle ist größer als die K o n z e n t r a t i o n 
der R e a k t i o n s z e n t r e n . W e g e n ihres häufigen G e b r a u c h s i n der L i t e r a t u r sei noch au f folgende 
U n t e r s c h e i d u n g hingewiesen ( G . W . R o b i n s o n , 1967): 
a) ' p u d d l e ' - M o d e l l : A n z a h l der R C = 1 
b) ' l a k e ' - M o d e l l : A n z a h l der R C > 1 
Be ide M o d e l l e s i n d j edoch i n der B e s c h r e i b u n g äquivalent, w e n n für das ' l a k e ' - M o d e l l a n -
genommen w i r d , daß e inem R e a k t i o n s z e n t r u m N - l Antennenmoleküle zugeordnet s i n d , das 
G i t t e r u n e n d l i c h ausgedehnt i s t , u n d die Reakt i onszent ren per iod i s ch vertei l t auf treten (d .h . 
ein Übergitter b i lden ) . 
N a c h e inem k u r z e n L i c h t p u l s führt die A n r e g u n g i n der A n t e n n e eine ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g 
aus , i n d e m sie v o n e inem Molekül z u m nächsten hüpft, bis sie e in R e a k t i o n s z e n t r u m erreicht . 
D o r t k a n n sie entweder ' g e t r a p t ' u n d für e inen photochemischen Prozeß genützt werden , oder 
sie kehrt i n die A n t e n n e zurück. D e r Anregungst rans fer innerha lb der A n t e n n e u n d zwischen 
A n t e n n e u n d R e a k t i o n s z e n t r u m w i r d d u r c h einen Förster-Dexter-Mechanismus beschr ieben. 
Für die ze it l iche E n t w i c k l u n g der W a h r s c h e i n l i c h k e i t , das Molekül ' i ' z u r Zeit t i m angeregten 
Z u s t a n d vorzu f inden , g i l t : 
j 
Fij s i n d die Förster-Raten für den Anre g ung s t rans f e r zwischen den Molekülen ' i ' u n d ' j ' , KA ist 
die S u m m e n al ler R a t e n k o n s t a n t e n für die verschiedenen Abklingmöglichkeiten der A n r e g u n g 
(F luoreszenz , I S C , etc . ) . D i e Antennenmoleküle werden h i n s i c h t l i c h ihrer spektroskopischen 
Eigenschaf ten als abso lut g l e i char t ig angesehen. 
M i t p(t) = pi(t) lassen s i c h , für n icht z u große Anregungsintensitäten, die Lösungen dieses 
Gle i chungssys tems darste l len als : 
p\t) ~ e " ^ (2.11) 
D i e zeit l iche E n t w i c k l u n g der Fluoreszenzintensität erfolgt p r o p o r t i o n a l z u p(t) u n d d a m i t 
monoexponent ie l l . D i e ' random-walk ' -Lebensdauer r r w einer A n r e g u n g ist gegeben d u r c h : 
r „ = ( ' ' > i * ^ + ^ + (2.12) 
Kq'FT q'FA N FA FT kp kp 
D a b e i s i n d : 
FA : R a t e für den Anregungstrans fer zwischen benachbar ten Antennenmolekülen 
(Förster-Rate, s. G l . 2.8) 
F y , Fr> : R a t e n für Transfer z u m R C ( trapping) u n d v o m R C weg (de t rapp ing ) 
k p : R a t e für den photochemischen Prozeß 
q ' : K o o r d i n a t i o n s z a h l (für ein zwei-dimensionales quadrat isches G i t t e r : q ' = 4) 
a : K o n s t a n t e , die von G i t t e r p a r a m e t e r n abhängt ( z . B . Dimensionalität, etc.) 
Für den Spez ia l fa l l FA = Fj = FD vereinfacht sich G l . 2.12 z u : 
r r w = aNF~l + Nk^1 (2.13) 
D e r erste T e r m w i r d als 'first passage ' -Zeit r / p l bezeichnet . D a m i t ist die Ze i t gemeint , die 
eine A n r e g u n g b r a u c h t , u m das R e a k t i o n s z e n t r u m das erste M a l z u erreichen. 
D e r T e r m m i t k~1 ist die Ze i t , die für den photochemischen Prozeß a m R e a k t i o n s z e n t r u m 
( L a d u n g s t r e n n u n g ) benötigt w i r d . D e r M u l t i p l i k a t o r N ergibt s i ch , d a für e in endliches kp die 
A n r e g u n g eine n icht verschwindende Wahrsche in l i chke i t h a t , das R e a k t i o n s z e n t r u m wieder 
z u verlassen. I n diesem F a l l führt sie eine ' r a n d o m w a l k ' - B e w e g u n g aus , deren Länge i m 
al lgemeinen F a l l N Schr i t te beträgt, unabhängig v o n der G i t t e r g e o m e t r i e . 
A n a l o g läßt s ich G l . 2.12 als add i t iver Prozeß auffassen, wobe i die be iden ersten T e r m e Tfpt, 
u n d die l e tz ten be iden Terme die Lebensdauer für die L a d u n g s t r e n n u n g ergeben. 
M i t Hi l fe der be iden Gle ichungen (2.12 u n d 2.13) ist es möglich, die i n A b s c h n i t t 2.2.2 e i n -
geführten Begriffe 'D i f fus ions - l imi t i e r t ' u n d ' T r a p - l i m i t i e r t ' q u a n t i t a t i v z u erfassen: 
• Di f fus ions - l imi t i e r ter Anregungstrans fer : Tjpt > Nk~l 
D i e L a d u n g s t r e n n u n g ist sehr v ie l schneller als die Transferzei t z u m R e a k t i o n s z e n t r u m , 
d .h . die A n r e g u n g kann das R e a k t i o n s z e n t r u m nach d e m ersten Eintre f f en n icht wieder 
verlassen. 
• T r a p - l i m i t i e r t e r Anregungstransfer : Nk~l > r / p t 
D e r Anregungstrans fer ist schnel l i m Vergle ich z u r L a d u n g s t r e n n u n g . E i n e A n r e g u n g 
k a n n das R e a k t i o n s z e n t r u m wieder verlassen u n d , wie oben beschr ieben , eine ' r a n d o m 
w a l k ' - B e w e g u n g i n der A n t e n n e ausführen. 
I I . K inet i sches M o d e l l - Z w e i - K o m p o n e n t e n - M o d e l l ( W . L . B u t l e r , 1978) 
A u s g a n g s b i l d : D i e L i chtsammeisys teme ( L H C ) s ind eng a n die K e r n a n t e n n e gekoppelt u n d 
b i lden m i t i h r eine E i n h e i t ( A ) . D e r Energietransfer v o n den angeregten Antennenmolekülen 
( A * ) z u m R e a k t i o n s z e n t r u m ( R C ) läuft m i t einer R a t e n k o n s t a n t e kT ab . D i e Energ ie k a n n 
entweder z u r L a d u n g s t r e n n u n g genützt werden ( R a t e n k o n s t a n t e kp), oder sie kehrt i n die 
A n t e n n e zurück (Ratenkonstante kn). 
kT kp 
A + hv —• A* RC* —• Ladungstrennung ( 2 1 4 ) 
kdt 
kA i 
A 
D i e R a t e n konstante kA steht hier für alle Deaktivierungsmöglichkeiten, die i n den A n t e n n e n 
auf treten können ( z . B . F luoreszenz , I S C ) . 
I m Gegensatz z u m M o d e l l I w i r d hier der in vivo-Situation insoweit R e c h n u n g getragen, als 
zwischen L H C u n d K e r n a n t e n n e unterschieden w i r d . D i e Einführung einer s tarken K o p p -
l u n g der beiden k a n n als G r e n z f a l l b e s c h r e i b u n g angesehen werden, m i t der sich die wei -
tere theoret ische B e h a n d l u n g vereinfacht . A u f die mögliche E r w e i t e r u n g dieses M o d e l l s z u m 
D r e i - K o m p o n e n t e n - M o d e l l , d .h . L i c h t s a m m e i s y s t e m e u n d K e r n a n t e n n e werden als getrenn-
ten E i n h e i t e n be t rachte t , so l l h ier n icht näher eingegangen werden , d a sie a m G r u n d p r i n z i p 
nichts ändert. 
B e i den k inet i schen M o d e l l e n werden E i n z e l h e i t e n der mikroskop i s chen Abläufe, wie e twa 
die ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g der A n r e g u n g i n der A n t e n n e , nicht berücksichtigt. Anregungs -
transfer u n d -e infang werden d u r c h die m a k r o s k o p i s c h e n R a t e n k o n s t a n t e n kA,kx,kdt u n d kp 
beschr ieben. 
N a c h e inem A n r e g u n g s p u l s läßt s ich die zeit l iche E n t w i c k l u n g der Anregungszustände i m 
Z w e i - K o m p o n e n t e n - M o d e l l ( G l . 2.14) d u r c h einen S a t z gekoppelter Di f ferent ialg le ichungen 
ausdrücken: 
-(kT + kA)[A*]-rkdt[RC*} (2.15) 
kT[A*]-(kdt + kp)[RC*} (2.16) 
= C i c _ A l t + C 2 e - X i t (2.17) 
= C3e~Xlt + C4e~X2t (2.18) 
D a b e i s i n d X\ u n d A 2 die Eigenwerte z u r K o e f f i z i e n t e n m a t r i x der Gle i chungen 2.15 u n d 2.16: 
Die Lösungen l a u t e n : 
d[A*} 
dt 
d[RC*} 
dt 
[A*\ 
[RC*] 
Ax = l/2(kA + kp + kT + kdt) + J(kA + k T - k p - kdty + 4kTkdt 
A 2 = l/2(kA + kp + kT + kdt) - yJ{kA + k T - k p - kdt)* + AkTkdt 
Die A m p l i t u d e n Q ergeben sich aus den R a n d b e d i n g u n g e n des P r o b l e m s . 
(2.19) 
(2.20) 
A u s dem Lösungsansatz für die Di f ferent ia lg le ichungen w i r d ers i cht l i ch , daß für pos i t ive 
C i u n d C 2 das F luoreszenzabkl ingen nach einer A n r e g u n g durch eine S u m m e von m i n -
destens zwei E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n beschrieben w i r d ( i m D r e i - K o m p o n e n t e n - M o d e l l : dre i 
e -Funkt ionen) . Dieses Ergebnis steht i m Gegensatz z u ' r a n d o m - w a l k ' - M o d e l l , das nur ein 
einfach exponentielles A b k l i n g e n vorhersagt . 
D i e unter I u n d II vorgestel l ten Mode l l e stel len nur A r b e i t s h y p o t h e s e n d a r . Dies w i r d schon 
d a r a n deut l i ch , daß sie i n vielen Bereichen unzulässig vereinfachen: spektra le Heterogenitäten 
i n der A n t e n n e , Abschirmef fekte der P r o t e i n u m g e b u n g b e i m Anregungst rans fer oder C l u s t e r -
b i l d u n g von Antennenmolekülen, u m nur einige Beispie le z u nennen, werden i n be iden M o d e l -
len vernachlässigt. Entsprechend vielfältig u n d widersprüchlich s ind die Veröffentlichungen 
z u diesem T h e m a , d a die Anpassungsparameter i n den G r u n d g l e i c h u n g e n der M o d e l l e von 
den Versuchsbedingungen abhängen (siehe d a z u Reviews v o n R . van G r o n d e l l e , 1985 u n d 
A . Y . B o r i s o v , 1989). Diese s ind jedoch n u r be i in vitro-Versuchen z u s tandard is i e ren , sodaß 
Rückschlüße auf die in vivo-Situation i m m e r m i t Feh lern behaftet s ind . 
Verschiedene neuere Veröffentlichungen deuten jedoch d a r a u f h i n , daß für das P h o t o s y s t e m 
II die i m ' r a n d o m - w a l k ' - M o d e l l eingeführten Begr i f f l i chkei ten eine r icht ige Beschre ibung der 
Anregungstransfervorgänge befern. So f inden Schatz et a l . (1988) aus zeitaufgelösten F l u o r e s -
zenzmessungen, daß i n iso l ierten P S Il-Präparationen der Anregungst rans fer ' t r a p ' - l i m i t i e r t 
abläuft. Ebenfa l l s aus zeitaufgelösten F luoreszenzexper imenten , j edoch an i n t a k t e n C h l o -
rop las ten , schließen V a l k u n a s et a l . (1992) a u f eine Verknüpfung der P S I i - E i n h e i t e n i m 
Sinne des ' l a k e ' - M o d e l l s , wie sie bereits schon von G e a c i n t o v u n d B r e t o n ( N . E . G e a c i n t o v , J . 
B r e t o n , 1987) postul iert wurde . 
2.3 Photosystem II 
Das P h o t o s y s t e m II ( P S II) läßt sich v o n seiner F u n k t i o n her als l i chtgetr iebene Wasser -
P l a s t o c h i n o n - O x i d o r e d u k t a s e bezeichnen. D i e E l e k t r o n e n für diese R e a k t i o n werden bei der 
Wasserspa l tung freigesetzt, die i m R e a k t i o n s z e n t r u m s ta t t f indet . Das P S II k o m m t i n den 
Ch lo rop las ten hauptsächlich i n den gestapelten Bere ichen des T h y l a k o i d s y s t e m s vor ( B . A n -
dersson, J . M . A n d e r s o n , 1980). E s ist ein m e m b r a n d u r c h r a g e n d e r P i g m e n t - P r o t e i n k o m p l e x , 
der aus zwei K o m p o n e n t e n besteht: 
• L i c h t s a m m e i s y s t e m II ( L H C II) 
t K e r n k o m p l e x (mi t Wasserspa l tung , primärer D o n o r , A k z e p t o r k e t t e ) 
D ie e inzelnen K o m p o n e n t e n werden i m folgenden k u r z charakter i s i er t . D i e Wasserspa l tung 
w i r d dabe i , o b w o h l sie n a c h neueren E r k e n n t n i s s e n ein integraler B e s t a n d t e i l v o m P S I I ist 
(siehe auch Rev iew von A . W . R u t h e r f o r d et a l . , 1992), aus Gründen der Übersichtlichkeit i n 
e inem eigenen A b s c h n i t t behandelt . 
D a s L i c h t s a m m e i s y s t e m II ( L H C II) 
D a s L i c h t s a m m e i s y s t e m ist u m den K e r n k o m p l e x h e r u m angelagert u n d besteht pro P S II 
aus v ier P r o t e i n e n ( M W 21 bis 31 k D a ) ( P . R . C h i t n i s , J . P . T h o r n b e r , 1988). I n die P r o t e i n e 
s ind einige hundert Pigmentmoleküle e ingebettet , vor a l l e m C h l o r o p h y l l e , aber auch C a r o -
t ino ide . D e r L H C II K o m p l e x t r a n s p o r t i e r t Anregungsenergie z u m K e r n b e r e i c h des P S II 
( K e r n a n t e n n e u n d R e a k t i o n s z e n t r u m ) (siehe K a p . 2.2). 
D e r K e r n k o m p l e x 
D e r K e r n k o m p l e x besteht aus mindestens sechs U n t e r e i n h e i t e n , die ch lorop lastencodier t s i n d 
( J . B . M a r d e r , J . B a r b e r , 1989). D i e be iden w i cht igs ten , die P r o t e i n e D x u n d D 2 ( M W 32 
b z w . 30 k D a ) , b inden den wasserspaltenden M n - C l u s t e r , den primären D o n o r u n d die A k z e p -
torket te . U b e r ihre S t r u k t u r u n d i h r e n A u f b a u können heute fundier te Veraussagen gemacht 
werden. Dies hegt an der großen U b e r e i n s t i m m u n g m i t d e m R e a k t i o n s z e n t r u m ( R Z ) der P u r -
p u r b a k t e r i e n . H . M i c h e l , J . Deisenhofer u n d R . H u b e r w a r die Röntgenstrukturaufklärung 
des Reakt i onszent rums v o n Rhodopseudomonas viridis m i t 3 Ä Auflösung gelungen ( J . D e i -
senhofer et a l . , 1984, 1985). E s w a r die erste Strukturaufklärung eines m e m b r a n d u r c h r a g e n -
den P r o t e i n s . D i e A n a l o g i e zwischen P S I I u n d d e m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n 
gründet s ich unter anderem a u f folgende A r g u m e n t e : 
a) D i e Gensequenzen zeigen, daß D i u n d D 2 i n b e s t i m m t e n B e r e i c h e n h o m o l o g z u den b a k -
ter ie l len P r o t e i n e n L u n d M aufgebaut s ind ( J . C . W i l l i a m s et a l . , 1983, 1984; D . C . Y o u v a n 
et a l . 1984a,b). 
b ) D e r isolierte R e a k t i o n s z e n t r u m s k o m p l e x weist eine ähnliche P i g m e n t z u s a m m e n s e t z u n g wie 
das P S II au f ( J . B a r b e r et a l . , 1987, J . P . T h o r n b e r et a l . , 1983). 
Wegen der Ana log i e zwischen den beiden Photsynthesezentren ( P S I I u n d R Z ) so l l i m folgen-
den k u r z der Ladungstrans fer i m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n vorgestel l t werden . 
D i e i n A b b . 2.7 beschriebene Ab fo lge der A k z e p t o r e n g i l t h ier ana log , w e n n m a n die Beze i ch -
nungen der C h l o r o p h y l l e ( C h i ) u n d P h a e o p h y t i n e (Phaeo ) d u r c h B a k t e r i o c h l o r o p h y l l ( B C h l ) 
u n d B a k t e r i o p h a e o p h y t i n ( B P h a e o ) ersetzt . 
D e n primären D o n o r b i ldet e in B a k t e r i o c h l o r o p h y l l - D i m e r ( B C h l - D i m e r , ' spec ia l p a i r ' ) . N a c h 
einer A n r e g u n g i n den S i - Z u s t a n d w i r d e in E l e k t r o n abgespal ten , das i n n e r h a l b v o n 3-4 ps 
zu e inem Bakteriophaeophytinmolekül ( B P h a e o ) ge langt . D i e Frage der d i r e k t e n B e t e i l i g u n g 
des z u m primären D o n o r benachbarten akzessorischen BChl-Moleküls ( B C h l ^ u ) ist derzeit 
nicht endgültig geklärt ( M . B i x o n et a l . , 1987; W . Z i n t h et a l . , 1985). Neuere Ergebnisse 
der A r b e i t s g r u p p e v o n W . Z i n t h ( W . Ho l zap fe l et a l . , 1989), die A b s o r p t i o n s m e s s u n g e n m i t 
fs-Zeitauflösung an Reakt i onszentren v o n R. sphaeroides durchführten, deuten j edoch d a r a u f 
h i n , daß dieses akzessorische BChl-Molekül d i rekt i n den E l e k t r o n e n t r a n s f e r i n v o l v i e r t i s t . 
V o m B P h a e o " w i r d das E l e k t r o n über e in C h i n o n ( Q A ) a u f den t e r m i n a l e n A k z e p t o r , e in 
weiteres C h i n o n (QB), weitergeleitet . D a s zwischen den be iden C h i n o n e n hegende E i s e n i o n 
( F e 2 + ) scheint eine die L a d u n g s t r e n n u n g stabi l i s ierende F u n k t i o n z u bes i t zen . E i n e Z u s a m -
menste l lung der Ergebnisse h i e r z u findet s i ch be i G . Renger (1992) . 
Auffällig a m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n ist die sp iege lsymmetr ische A n o r d n u n g 
der P i g m e n t e u n d C h i n o n e . D i e Symmetr ieachse w i r d dabe i d u r c h das E i s e n i o n u n d den 
primären D o n o r festgelegt. T r o t z d e m läuft der E lek t ronent rans f e r m i t einer u m den F a k t o r 
200 höheren Effizienz über einen Z w e i g , den au f d e m L - P r o t e i n be f ind l i chen ( L - Z w e i g , i n 
A b b . 2.7 l inks ) ( E . C . K e l l o g et a l . , 1989). Gründe für diese A s y m m e t r i e s ind z u m einen 
Abwe i chungen von der e x a k t e n C 2 - S y m m e t r i e , u n d z u m anderen Wechse lwi rkungen mi t der 
P r o t e i n u m g e b u n g , die zu einer Energ ieabsenkung für den E lektronentrans fer über den L -
Zweig führen ( M . E . M i c h e l - B e y e r l e et a l . , 1988). 
Stroma 
6 nm 
Lumen 
4 H + + 0 2 
A b b . 2.7: P S I I - K o m p l e x (nach A . W . R u t h e r f o r d et a l . , 1989); C P : 
innere A n t e n n e n k o m p l e x e ; sonstige Abkürzungen: siehe T e x t 
A u f der G r u n d l a g e der angenommenen A n a l o g i e zwischen P S II u n d dem R e a k t i o n s z e n t r u m 
der P u r p u r b a k t e r i e n , sowie unter E i n b e z i e h u n g der bisherigen Erkenntn i sse über das P S II 
ergibt s ich das i n A b b . 2.7 gezeigte M o d e l l des A u f b a u s v o n P h o t o s y s t e m II . 
D i e D - P r o t e i n e weisen als C h a r a k t e r i s t i k a 5 Helices auf, die die M e m b r a n durchragen. Je -
weils zwei davon überkreuzen sich au f der s t r o m a l e n Seite. D i e f u n k t i o n a l e n G r u p p e n hegen 
zwischen, b z w . au f diesen s ich überkreuzenden A b s c h n i t t e n . 
I m Gegensatz z u m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n scheint der primäre D o n o r i m 
P S I I e in C h i a - M o n o m e r z u sein. N a c h seinem A b s o r p t i o n s m a x i m u m i n Redoxdif ferenzspek-
t r e n bei 680 n m w i r d er P 680 genannt . 
Die Frage nach der N a t u r des primären Donors i m P S II ( M o n o m e r oder D i m e r ) ist von beson-
derer B e d e u t u n g , d a i m Fa l l e eines M o n o m e r s die bisher als gültig angenommene Analog ie 
z u m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n a n einer wicht igen Stelle durchbrochen w i r d , 
nämlich be i der primären L a d u n g s t r e n n u n g . E S R - U n t e r s u c h u n g e n des Tr ip le t tzustandes i m 
P S II weisen au f e in C h i a - M o n o m e r h i n , das u m 30° gegen die M e m b r a n a c h s e geneigt ist 
( F . J . E . van M i e g h e m et a l . , 1991). Dieser T r i p l e t t z u s t a n d w i r d dem primären Donor z u -
geschrieben. I m Gegensatz d a z u findet s ich i m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e r i e n ein 
B C h l - D i m e r , das senkrecht zur M e m b r a n a c h s e ausgerichtet ist ( J . Deisenhofer et a l . , 1984, 
1985). U m t r o t z d e m das A n a l o g i e p r i n z i p aufrecht z u erhal ten werden für das P S II so-
w o h l eine schwache K o p p l u n g m i t e inem zweiten C h i a-Molekül, als auch die Z u o r d n u n g des 
primären Donors z u e inem der akzessorischen C h i a-Moleküle (Chl/üt) d i skut ier t ( F . J . E . van 
M i e g h e m et a l . , 1991). 
D e r E lektronentrans fer verläuft i m P S I I analog z u m R e a k t i o n s z e n t r u m der P u r p u r b a k t e -
r i en . N a c h der L a d u n g s t r e n n u n g a m primären D o n o r P 680 w i r d das E l e k t r o n über ein 
Phaeophytinmolekül (Phaeo) z u m C h i n o n weitergeleitet . D e r t e r m i n a l e A k z e p t o r ist ein 
weiteres Chinonmolekül ( Q B ) . D i e R o l l e des zwischen den beiden C h i n o n e n hegenden E i s e n i -
ons ( F e 2 + ist n o c h nicht geklärt ( G . Renger , 1992). Q B k a n n zwei fach reduz ier t werden u n d 
löst s i ch , nach der A u f n a h m e v o n zwei P r o t o n e n aus d e m S t r o m a , aus d e m P S I i - K o m p l e x 
( H y d r o c h i n o n ) . E s dif fundiert als i n der M e m b r a n fre i beweglicher E l e k t r o n e n c a r r i e r z u m 
Cyt-bßf-Komplex. D o r t werden die E l e k t r o n e n a n den C y t - K o m p l e x abgegeben u n d die P r o -
tonen ins L u m e n freigesetzt. 
D i e B indungss te l l e von Q B i m P S I I ist der A n s a t z p u n k t für I n h i b i t o r e n der Photosynthese 
(S. I zawa , 1977). D C M U ( 3 - ( 3 , 4 - D i c h l o r o p h e n y l ) - l , l - d i m e t h y l u r e a ) z . B . , als V e r t r e t e r der 
G r u p p e der Phenylharnsto f fe , b lock ier t den E lekt ronentrans fe r v o n QA nach Q ß . A u s der 
G r u p p e der N i ch t -Pheny lharns to f f e m i t gleichem W i r k o r t sei hier n o c h A t r a z i n genannt , d a 
es bis vor e in igen J a h r e n noch als H e r b i z i d verwendet wurde u n d a u f g r u n d seiner Stabilität 
z u P r o b l e m e n be i der Tr inkwasserre inhe i t führt. 
A u s zeitaufgelösten Fluoreszenz- u n d Absorpt i onsmessungen s i n d die Trans ferze i ten für A n -
regungsenergie u n d E l e k t r o n e n i n den P S I i - a r t i g e n P h o t o s y s t e m e n z u m i n d e s t größenord-
nungsmäßig bekannt ( A b b . 2.8). E i n e genauere A n g a b e ist be i e in igen Zwischenschr i t t en 
nicht möglich, d a i n w'tro-Messungen nicht ohne weiteres au f die i n t w o - S i t u a t i o n übertragen 
werden können (siehe dazu auch K a p . 3.4.4). 
Antemenplgment 
Antennenpigment 
Hektronentransport 
23 ns 
260 ns 3-4 ps 203 ps 0.1-0.2 ms 
HjO * P680* Phaeo * q a * Q b 
J ) 
14ns ? 
Rekombination 
A b b . 2.8: Transferze i ten i m P S II bei R a u m t e m p e r a t u r ( Q u e l l e n : siehe 
T e x t ) 
D ie charakter ist ische Zeit für den Anregungse in fang nach einer B l i t z l i c h t a n r e g u n g der A n -
tenne wurde be i P S II-Präparationen m i t einer Antennengröße v o n 60 bis 80 C h i a-Molekülen 
m i t 150 - 200 ps b e s t i m m t ( W . L e i b i et a l . , 1989). M i t einer Z e i t k o n s t a n t e v o n e t w a 3 ps 
w i r d der e lektronisch angeregte primäre D o n o r P 680* ox id ier t u n d P h a e o p h y t i n reduziert 
( M . R . Was ie l ewsky et a l . , 1989). D e r Transfer v o n P h a e o p h y t i n z u QA geschieht m i t e i -
ner Halbwertsze i t v o n 300 - 500 ps ( G . H . Schatz et a l . , 1987; H . J . E c k e r t u n d G . R e n g e r , 
1988). 1992). Für die R e d u k t i o n v o n Q B w i r d i n der L i t e r a t u r eine Ze i t v o n 100 - 200 
angegeben ( P . M a t h i s a n d A . W . R u t h e r f o r d , 1987). E i n e ausführlichere Z u s a m m e n s t e l l u n g 
der verschiedenen experimentel len Ergebnisse findet s ich i n e inem Übersichtsartikel v o n G . 
R e n g e r ( 1 9 9 2 ) . 
D i e R e d u k t i o n des primären D o n o r s geschieht, je n a c h S - Z u s t a n d des wasserspaltenden M n -
Clusters (siehe unten ) , m i t Z e i t k o n s t a n t e n zwischen 23 u n d 260 ns ( H . T . W i t t et a l . , 1986). 
Für die R e k o m b i n a t i o n s z e i t e n i m P S II g ibt es derzeit keine gesicherten L i t e r a t u r w e r t e , 
d a sich die Z u o r d n u n g e n der gemessenen F luoreszenzabkl ingze i ten z u den verschiedenen 
Rückreaktionen widersprechen. A l s einigermaßen gesichert gi lt m o m e n t a n für die R e a k t i o n 
P 680+ P h a e o " - » P 680* P h a e o eine Zeit von 25 bis 40 ns ( G . Renger , 1992). 
Wasserspal tender M n - C l u s t e r 
W i e bereits oben erwähnt, is t die früher übliche Untersche idung zwischen P S II u n d 'was-
serspaltendem K o m p l e x ' n a c h neueren E r k e n n t n i s s e n nicht m e h r h a l t b a r . E i n e zentrale 
Ro l l e be i der W a s s e r s p a l t u n g spielt e in C l u s t e r v o n v ier M n - A t o m e n . D i e i n verschiede-
nen Veröffentlichungen vorgebrachte Theor i e seiner L i g a n d i e r u n g m i t e inem 33 k D a - P r o t e i n 
( z . B . J . B a r b e r , 1989), das a n der l u m e n a l e n Seite der D i / D 2 - P r o t e i n e angelagert i s t , muß 
nach d e m derzeit igen S t a n d des Wissens i n Zwei fe l gezogen werden . So konnte z . B . be i 
P S II-Präparationen u n d M u t a n t e n , denen dieses 33 k D a - P r o t e i n fehlte , t r o t z d e m eine 0 2 -
E n t w i c k l u n g nachgewiesen werden ( M . M i y a o et a l . , 1987; R . L . B u r n a p u n d L . S h e r m a n , 
1991). Diese u n d andere U n t e r s u c h u n g e n führen z u der V o r s t e l l u n g , daß das P S II als was-
serspaltendes P h o t o s y s t e m gedacht werden muß. A b b . 2.7 g ibt e inen d e m S t a n d der D i s -
kuss ion entsprechenden M o d e l l v o r s c h l a g für die L o k a l i s i e r u n g des M n - C l u s t e r s wieder. E i n e 
ausführliche D i s k u s s i o n der exper imente l l en Be funde findet sich be i A . W . R u t h e r f o r d et a l . 
(1992). 
N a c h einer L a d u n g s t r e n n u n g i m R e a k t i o n s z e n t r u m v o n P S I I liefert der wasserspaltende M n -
C l u s t e r die für die Rückreduktion des ox id ier ten primären D o n o r s ( P 6 8 0 + ) erforderl ichen 
E l e k t r o n e n . D e r Trans fer z u m P 6 8 0 + erfolgt dabe i über e in T y r o s i n r a d i k a l . 
Während A b s o r p t i o n s e x p e r i m e n t e ze igten, daß P 6 8 0 + nach e inem L i c h t b l i t z sofort wieder 
reduziert w i r d , ergaben M e s s u n g e n des Sauerstoffausstoßes nach B l i t z l i c h t e x p e r i m e n t e n fol -
gendes R e a k t i o n s s c h e m a ( P . J o l i o t , A . J o l i o t , 1968): 
2 H 2 0 + 4 h f —> 0 2 + 4 H + + 4 e " 
N a c h jeweils v ier L i c h t b l i t z e n w i r d e in Molekül 0 2 freigesetzt. V o n K o k et a l . (1970) wurde 
darau fh in e in M o d e l l vorgeste l l t , be i dem über fünf Zwischenzustände (S-Zustände, So bis S4) 
i n e inem Kreisprozeß die A k k u m u l a t i o n v o n v ier pos i t i ven L a d u n g e n u n d die S p a l t u n g v o n 
Wasser abläuft. D e r M n - C l u s t e r fungiert dabe i als 'Spe i cher ' für zumindes t einige dieser pos i -
t iven L a d u n g e n u n d dürfte die B indungss te l l e für die Wassermoleküle darste l len . E i n e genaue 
Z u o r d n u n g ist derzeit n icht möglich, d a sowohl die L o k a l i s i e r u n g , als auch die L i g a n d i e r u n g 
dieser M n - A t o m e n i cht geklärt i s t . 
D i e e inzelnen S-Zustände s i n d be i D u n k e l h e i t untersch ied l i ch s t a b i l ( E . H o l l a n d , 1991). D e r 
S4-Zustand ist auch bei B e h c h t u n g e in sehr kurz leb iger Zwischenzus tand u n d die S3- u n d S 2 -
Zustände zerfal len d u r c h R e k o m b i n a t i o n m i t E l e k t r o n e n von Q x u n d Q B m i t Halbwertsze i ten 
von einigen Sekunden bis M i n u t e n . Dies führt z u O s z i l l a t i o n e n der verzögerten Fluoreszenz 
( A . W . R u t h e r f o r d et a l . , 1984). B e i D u n k e l h e i t s i n d n u r die SQ- u n d Si-Zustände s t a b i l . 
1 P h o t o s y s t e m II k o m m t i n den C h l o r o p l a s t e n der P f lanzen i n mehreren M o d i f i k a t i o n e n 
(Gov ind jee , 1990). D i e wicht igste Untersche idung erfolgt durch die E i n t e i l u n g i n P S I I a -
u n d P S I I / j -Zentren . P S I I Q entspricht dem oben vorgestel l ten T y p ( A n t e n n e n m i t e inigen 
h u n d e r t C h i a , V o r k o m m e n i n gestapelten Bere ichen der T h y l a k o i d m e m b r a n ) . I m Gegensatz 
d a z u weisen P S I l ^ - Z e n t r e n folgende C h a r a k t e r i s t i k a auf: 
- k le inere Antennengröße 
- größerer A n t e i l an langwel l igen C h i a -Formen 
- V o r k o m m e n i n den ungestapelten Bereichen des M e m b r a n s y s t e m s 
- größere Rücktransferrate von P h a e o - z u P 6 8 0 + , d .h . schnelleres F l u o r e s z e n z a b k l i n g e n 
Darüberhinaus befindet s ich ein A n t e i l von ca . 4 0 % aller P S I i - Z e n t r e n i n e inem i n a k t i v e n 
Z u s t a n d , d .h . führen keine L a d u n g s t r e n n u n g aus . 
A u f weitere Heterogenitäten von P h o t o s y s t e m II so l l hier n icht m e h r eingegangen werden , 
d a sie die i n dieser A r b e i t untersuchten primären A n r e g u n g s - u n d Ladungstransferprozesse 
n i ch t beeinflußen. E i n e Übersicht darüber f indet s i ch be i Gov ind jee (1990). 
2.4 Photosystem I 
D i e Übertragung eines E l e k t r o n s aus der S p a l t u n g v o n H2O au f N A D P + i n höheren P f l a n z e n 
erfordert die Hintere inanderscha l tung von zwei P h o t o s y s t e m e n . D a s i m obigen A b s c h n i t t 
beschriebene P h o t o s y s t e m II b e w i r k t den Transfer v o n E l e k t r o n e n aus der W a s s e r s p a l t u n g 
z u m Cyt-bß-f -Komplex. D o r t werden sie an P l a s t o c y a n i n , einen löshchen C a r r i e r , übergeben 
u n d z u m P h o t o s y s t e m I ( P S I) t ranspor t i e r t . D a s P S I läßt s ich d a m i t als l i chtgetr iebene 
P l a s t o c y a n i n - F e r r e d o x i n - O x i d o r e d u k t a s e charakter is ieren . D u r c h F e r r e d o x i n werden E l e k t r o -
nen z u e inem E n z y m weitergeleitet , an dem die R e d u k t i o n v o n N A D P + kata lys ier t w i r d . 
2.4.1 A u f b a u u n d F u n k t i o n 
D e r exakte dre id imensionale A u f b a u v o n P S I ist n o c h nicht bek an n t . I m Gegensatz z u m 
R e a k t i o n s z e n t r u m bei den P u r p u r b a k t e r i e n k o n n t e n Röntgenstrukturuntersuchungen noch 
nicht m i t genügender Auflösung durchgeführt werden ( R . C . F o r d et a l . , 1987; I . W i t t et a l . , 
1987). D a s beste Ergebnis erzie l ten bisher N . K r a u s et a l . ( N . K r a u s et a l . , 1993), die die 
dre i -d imens iona le S t r u k t u r m i t 6Ä Auflösung b e s t i m m t e n . 
B e i der B e s t i m m u n g der für den L a d u n g s t r a n s p o r t funkt i one l l en G r u p p e n ist m a n vollständig 
a u f In fo rmat i onen aus ' i n d i r e k t e n ' E x p e r i m e n t e n ( A b s o r p t i o n , F l u o r e s z e n z , E S R etc.) u n d 
auf Analogieschlüsse v o n verwandten Systemen angewiesen. A b b . 2.9 g ibt den derze i t igen 
S t a n d der D i s k u s s i o n wieder . 
D e r P S I - G e s a m t k o m p l e x besteht aus dem eigentl ichen P h o t o s y s t e m I m i t 10 oder 11 P o -
l y p e p t i d e n u n d e inem L i c h t s a m m e l k o m p l e x ( L H C I) ( J . H . G o l b e c k , D . A . B r y a n t , 1991). I n 
d e m ersteren s ind be i C y a n o b a k t e r i e n u n d eukaryont ischen P f l a n z e n ca . 100 bis 200 C h i 
a-Moleküle als A n t e n n e n p i g m e n t e eingelagert. 
D e r K e r n k o m p l e x w i r d von drei P r o t e i n e n gebi ldet : den U n t e r e i n h e i t e n I a , Ib u n d V I I . A u s 
den Aminosäuresequenzen konnten ihre M a s s e n m i t 83.0, 82.4 u n d 8.9 k D a b e s t i m m t werden . 
D i e be iden großen Untere inhe i ten weisen auch bei verschiedenen P f l a n z e n u n d C y a n o b a k t e -
r ien eine sehr große Sequenzhomologie von teilweise über 9 0 % auf ( P . R e i l l y , N . N e l s o n , 1988). 
Sie unterstre i cht die speziesübergreifende B e d e u t u n g ihrer F u n k t i o n als B i n d u n g s s t e l l e n für 
die f u n k t i o n e l l e n G r u p p e n i m P S I. 
Stroma 
Lumen 
A b b . 2.9: S t r u k t u r m o d e l l v o m Kernbere i ch des P S I (nach: J . H . G o l -
beck, D . A . B r y a n t , 1991) 
D i e P r o t e i n e I a u n d Ib werden d u r c h Gene der C h l o r o p l a s t e n codiert . Sie entha l ten ei -
nen großen A n t e i l hydrophober Aminosäuren, was auf die A u s b i l d u n g hel ikaler S t r u k t u r e n 
schließen läßt. Dies w i r d d u r c h die Untersuchungen v o n N . K r a u s et a l . (1993) gestützt, 
die mindestens acht t r a n s m e m b r a n e Helizes vor fanden . Sie weisen i n ihrer A n o r d n u n g eine 
zweifache R o t a t i o n s s y m m e t r i e auf. D i e Symmetr ieachse verläuft durch den Eisen-Schwefel -
C l u s t e r Fx • D i e Untere inhe i t en entha l ten ca . 40 bis 50 C h i a-Moleküle, die die K e r n a n t e n n e 
b i l d e n . A u s der E l e k t r o n e n d i c h t e v e r t e i l u n g i n e inem e twa 20 Ä bre i ten Spalt zwischen Ia u n d 
Ib schloßen sie, daß dor t die funkt i one l l en G r u p p e n für den Ladungstrans fer lokal is iert s ind . 
D e r primäre D o n o r - P 700 
D e r primäre D o n o r i m P h o t o s y s t e m I w i r d nach d e m z u beobachtenden l i ch t induz i e r t en A u s -
ble ichen bei 700 n m als P 700 bezeichnet ( B . K o k , 1956). I m angeregten Z u s t a n d gibt er 
ein E l e k t r o n an den nächsten A k z e p t o r ab. D i e Rückreduktion erfolgt über E l e k t r o n e n v o n 
P l a s t o c y a n i n , das a n der l u m e n a l e n Seite des K e r n k o m p l e x e s b indet . 
B e i der Frage n a c h der chemischen N a t u r des primären Donors besteht inzwischen Konsens 
darüber, daß es s i ch u m C h i a-Moleküle handel t ( J . H . Go lbeck , D . A . B r y a n t , 1991). S p e k u -
la t i onen darüber, ob P 700 d u r c h eine monomere C h i a E n o l f o r m ( M . R . Was ie lewsk i et a l . , 
1981) gebi ldet w i r d , konnten d u r c h F T I R - M e s s u n g e n widerlegt werden ( E . N a b e d r y k et a l . , 
1990). U n k l a r ist j edoch , welche R o l l e C h i a ' ( C 1 0 E p i m e r von C h i a) spie l t , das i n geringer 
M e n g e als B e s t a n d t e i l des K e r n k o m p l e x e s identi f iz iert wurde ( T . H i y a m a et a l . , 1987). 
D i e E S R - L i n i e n b r e i t e des P 7 0 0 + - K a t i o n s weist gegenüber der eines C h i a + - K a t i o n s eine 
Verschmälerung u m etwa den F a k t o r y/2 auf ( J . R . N o r r i s et a l . , 1971). In U b e r e i n s t i m m u n g 
m i t C D - S p e k t r e n wurde dies als Hinweis auf einen D i m e r gewertet. Demgegenüber stehen 
E N D O R - M e s s u n g e n an P 700+ ( P . J . O ' M a l l e y , G . T . B a b c o c k , 1984) u n d A n a l y s e n des sp in -
po lar i s i er ten T r i p l e t t z u s t a n d e s ( A . W . R u t h e r f o r d , J . E . M u l l e t , 1981), die au f eine monomere 
S t r u k t u r von P 700 h i n d e u t e n . D i e Ergebnisse werden dahingehend in terpre t i e r t , daß P 700 
i m G r u n d z u s t a n d als D i m e r vorhegt , u n d i m angeregten Z u s t a n d die pos i t ive L a d u n g n u r 
a u f e in Molekül konzentr ier t ist ( J . H . Go lbeck , D . A . B r y a n t , 1991). Winkelaufgelöste E S R -
U n t e r s u c h u n g e n a n ger ichteten P S I - P r o b e n ergaben, daß P 700 senkrecht z u r M e m b r a n e b e n e 
ausgerichtet ist ( A . W . R u t h e r f o r d , P . Seti f , 1990). 
D e r primäre A k z e p t o r - A p 
V o m primären E l e k t r o n e n a k z e p t o r (Ao) w i r d angenommen, daß es sich u m e in C h l o r o p h y l l 
a-Molekül h a n d e l t . Diese Aussage stützt sich auf Ergebnisse aus zeitaufgelösten A b s o r p t i o n s -
messungen, die e in M a x i m u m der Absorptionsänderung bei 690 n m ergaben. I m Gegensatz 
dazu zeigte s i ch be i p h o t o a k k u m u l i e r t e n Dif ferenzspektren (oxidiert minus reduziert ) unter 
D a u e r b e l i c h t u n g eine Absorptionsänderung bei 670 n m . Diese w i r d inzwischen d a m i t erklärt, 
daß be i den für P h o t o a k k u m u l a t i o n erforderl ichen exper imentel len B e d i n g u n g e n (Dauerbe -
l i c h t u n g be i s t a r k reduz ierenden Bed ingungen) durch A o e in benachbartes C h i a-Molekül re-
duz ie r t w i r d , das e in A b s o r p t i o n s m a x i m u m bei 670 n m besitzt ( J . H . G o l b e c k , D . A . B r y a n t , 
1991). 
D e r sekundäre A k z e p t o r - A x 
D e r sekundäre A k z e p t o r A x w i r d d u r c h ein Phyllochinonmolekül ( V i t a m i n K x ) gebi ldet . V i t -
a m i n K i k o m m t m i t e iner Stöchiometrie v o n zwei Molekülen p r o P 700 i m P h o t o s y s t e m v o r 
( H . - U . Schoeder , W . L o c k a u , 1986). D i e Z u o r d n u n g v o n A i als V i t a m i n K\ gründet s ich vor 
a l l e m a u f folgende E x p e r i m e n t e : 
a) P h y l l o c h i n o n k a n n d u r c h B e h a n d l u n g m i t Diethyläther aus dem P S I herausgelöst werden . 
D a s E x p e r i m e n t ergab d a r a u f h i n eine Unterbrechung des Elektronentrans fers z u N A D P + . 
Dieser V o r g a n g w a r j edoch revers ibe l , d .h . eine Zugabe v o n V i t a m i n K i führte zur W i e d e r -
herste l lung des E lektronentrans fers ( J . B i g g i n s , P . M a t h i s , 1988; S. I t o h , M . I w a k i , 1988). 
b) E S R - u n d A b s o r p t i o n s s p e k t r o s k o p i e zeigten, daß unter s tark reduzierenden B e d i n g u n g e n 
u n d hoher Beleuchtungsintensität der Ladungstrans fer z u den t e r min a len A k z e p t o r e n unter -
brochen i s t . A u c h nach D u n k e l a d a p t i o n b le ibt dieser Z u s t a n d erhal ten . Dies wurde m i t einer 
D o p p e l r e d u k t i o n des P h y l l o c h i n o n s z u m P h y l l o c h i n o l erklärt. Das R e d o x p a a r S e m i p h y l l o c h i -
n o n / P h y l l o c h i n o l bes i tzt e in höheres R e d o x p o t e n t i a l als das P h y l l o c h i n o n / S e m i p h y U o c h i n o n -
P a a r u n d u n t e r b r i c h t d a m i t den Ladungstrans fer (P . Seti f , H . B o t t i n , 1989; H . B o t t i n , P . Set i f , 
1991). 
D ie Identität v o n A i als e in P h y l l o c h i n o n w a r lange Zeit u n k l a r , d a be i verschiedenen E x -
t r a k t i o n s e x p e r i m e n t e n t r o t z d e m der l ineare Ladungstrans fer unbeeinflußt bl ieb (S . I t oh et 
a l . , 1987; K . Ziegler et a l . , 1987). E s stellte sich jedoch heraus, daß unter b e s t i m m t e n B e d i n -
gungen (v . a . be i t iefen T e m p e r a t u r e n oder nach U V - B e s t r a h l u n g ) A j , i n einer A r t ' bypass ' 
d u r c h Aminosäurereste, u m g a n g e n werden k a n n u n d es z u d i rektem L a d u n g s a u s t a u s c h z w i -
schen A o u n d t e r m i n a l e n A k z e p t o r e n k o m m t ( J . H . Go lbeck , D . A . B r y a n t , 1991). 
E i s e n - S c h w e f e l - Z e n t r u m Fx 
E S R - E x p e r i m e n t e unter s t a r k reduzierenden Bed ingungen wiesen schon M i t t e der 70iger 
J a h r e au f die E x i s t e n z eines d r i t t e n Fe -S -C lus ters i m P h o t o s y s t e m I h i n ( M . C . W . E v a n s 
et a l . , 1975). D i e große L i n i e n b r e i t e des Signals u n d die ungewöhnlich hohe M i k r o w e l l e n -
sättigungscharakteristik zeigten j edoch Abweichungen zu bisher bekannten F e - S - K o m p l e x e n . 
Vergle ichende S t u d i e n der Aminosäuresequenzen verschiedener O r g a n i s m e n wiesen au f jeder 
der be iden großen Untere inhe i ten mindestens zwei Cyste ine nach , die als L i g a n d i e r u n g s p a r t -
ner i n Frage kämen. Ihre re lat iven Pos i t i onen bl ieben sowohl be i C y a n o b a k t e r i e n , als auch 
bei höheren P f lanzen erha l ten . Sie befinden sich i n e inem re lat iv h y d r o p h i l e n A b s c h n i t t der 
Pept idsequenz , was auf eine Loka l i s i e rung i n der Nähe eines aus der M e m b r a n herausragenden 
Teiles des P r o t e i n s schließen läßt. 
Seine Lage auf bzw . zwischen den beiden großen Untere inhe i ten v o n P S I u n d seine Iden-
tität w u r d e n erst geklärt, als präparativ die A b t r e n n u n g der k le inen U n t e r e i n h e i t d u r c h L D S 
gelang ( J . T . W a r d e n u n d J . H . Go lbeck , 1986; J . H . Go lbeck et a l . , 1987) , d a die be iden 
übrigen Eisen-Schwefe l -Zentren FA u n d F ß (siehe unten) den meßtechnischen Z u g a n g er-
schwerten. E r s t e Hinweise für einen FeS -C lus te r auf den beiden großen U n t e r e i n h e i t e n aus 
stöchiometrischen Untersuchungen ( H . S a k u r a i u n d A . San P i e t r o , 1985) sowie A b s o r p t i o n s -
u n d E S R - E x p e r i m e n t e n ( J . H . Golbeck u n d J . M . Corne l ius , 1986) k o n n t e n i n der Folge durch 
andere A r b e i t s g r u p p e n bestätigt werden ( W . L o c k a u et a l . , 1987; J . W a c h t v e i t l et a l . , 1987). 
Ebenso w a r es n u n m e h r durch E X A F S - u n d Mössbaueruntersuchungen möglich, i h n als einen 
4 F e - 4 S - C l u s t e r z u ident i f iz ieren ( A . E . M c D e r m o t t et a l . , 1989; V . Petrouleas et a l . , 1989), 
n a c h d e m diese Z u o r d n u n g wegen der oben erwähnten Besonderhei ten nicht sicher w a r . 
O b Fx i n vivo tatsächlich a m l inearen Elektronentrans fer z u den endständigen A k z e p t o r e n 
d irekt bete i l igt i s t , w i r d inzwischen i n Frage gestellt . B e i tiefen T e m p e r a t u r e n k a n n n u r eine 
geringe Effektivität des Ladungstransfers z u FA u n d F ß festgestellt werden . N u r ca . 1 0 - 1 5 % 
des vorhandenen Fx w i r d durch einen sättigenden L i c h t b l i t z reduziert ( P . Set i f et a l . , 1984). 
P h o t o a k k u m u l a t i o n s e x p e r i m e n t e an Präparaten, denen die kleine U n t e r e i n h e i t fehlt , weisen 
au f einen Einfluß der reduz ierten Zentren F ^ u n d Fß auf die anderen K o m p o n e n t e n des 
Transferweges h i n ( J . H . Go lbeck , D . A . B r y a n t , 1991), d .h . alle früheren E x p e r i m e n t e , die 
be i s t a r k reduzierenden Bed ingungen erfolgten, müßten neu überdacht werden 
Die t e r m i n a l e n A k z e p t o r e n - F ^ u n d F ß 
D i e l e t z ten gebundenen A k z e p t o r e n i m P S I werden als FA u n d F ß bezeichnet . V o r a l l em 
E S R - U n t e r s u c h u n g e n legten den Schluß nahe, daß es sich dabei u m zwei 4 F e - 4 S - Z e n t r e n h a n -
deln mußte ( R . M a l k i n , A . J . Bearden , 1971; A . J . B e a r d e n , R . M a l k i n , 1972; R . C a m m a c k , 
M . C . W . E v a n s , 1975). Sie befinden sich a u f e inem separaten , 8.9 k D a schweren P r o t e i n , 
das au f der s t romalen Seite quer über den beiden großen Untere inhe i ten hegt ( J . H . G o l b e c k , 
1987). E s w i r d ebenfalls d u r c h ein Chloroplastengen codiert , was seine B e d e u t u n g für den 
Ladungs t rans fe r unterstre i cht . A n Präparaten, bei denen das P r o t e i n abgelöst w u r d e ( z . B . 
d u r c h H a r n s t o f f ) , konnte gezeigt werden, daß F ^ u n d F ß für die R e d u k t i o n v o n N A D P + 
notwend ig s ind ( J . A . H a n l e y et a l . , 1992). Inwieweit beide al lerdings sequentie l l arbe i ten 
ist u n k l a r , d a die selektive Zerstörung eines der Zentren den E lekt ronentrans fe r z u m Ferre -
dox in n i cht wesentl ich beeinflußte ( T . Fujü et a l . , 1990; H . S a k u r a i et a l . , 1991). D a r a u s 
w i r d geschlossen, daß beide Zentren para l le l als E lekt ronendonatoren für löshches Ferredox in 
fungieren können. Ferredox in t ransport ier t die E l e k t r o n e n z u e inem E n z y m k o m p l e x , a n d e m 
N A D P + reduz ier t w i r d . 
N e b e n der hier beschriebene Ro l l e von P h o t o s y s t e m I i m l inearen E l e k t r o n e n t r a n s p o r t be i 
höheren P f lanzen w i r d i n verschiedenen Lehrbüchern ( z . B . L . S t r y e r , 1988) noch e in zyk l i s cher 
L a d u n g s t r a n s p o r t pos tu l i er t , bei dem ausschließlich P S I u n d der Cyt-bö- f -Komplex bete i l igt 
s ind . Dieser hätte n u r die B i l d u n g von A T P z u m Z ie l . E i n derart iger Prozeß läßt s ich je -
doch in vivo unter normalen Umwel tbed ingungen nur schwer nachweisen. N u r be i sehr hohen 
Lichtintensitäten, die eine I n a k t i v i e r u n g der L H C - I I Phosphor i l i e rung zur Folge h a t t e n , ge-
l a n g es 0 . C a n a a n i et a l . (1989) einen zyk l i schen E l e k t r o n e n t r a n s p o r t d u r c h photoakust i s che 
M e s s u n g e n nachzuweisen . 
2 .4 .2 T r a n s f e r z e i t e n 
D i e A b b i l d u n g e n 2.10 u n d 2.11 zeigen die für P h o t o s y s t e m I bisher e r m i t t e l t e n Ze i ten für 
den E l e k t r o n e n t r a n s f e r u n d die Rekombinat i onsreakt i onen bei R a u m t e m p e r a t u r u n d be i 77 
K . I n den Dars te l lungen s i n d die einzelnen K o m p o n e n t e n der A k z e p t o r k e t t e n a c h i h r e m 
R e d o x p o t e n t i a l angeordnet . 
A b b . 2.10: C h a r a k t e r i s t i s c h e Ze i ten für Ladungstrans fer u n d R e k o m b i -
n a t i o n i m P S I be i R a u m t e m p e r a t u r 
B e i F l u o r e s z e n z e x p e r i m e n t e n fanden T . G . Owens et a l . (1987) eine sehr schnelle A b k l i n g -
komponente m i t einer Ze i t v o n 15 bis 45 ps. A u s ihrer Abhängigkeit v o n der Antennengröße 
schlössen sie , daß es s ich dabe i u m die Lebenszei t der A n r e g u n g i n der A n t e n n e h a n d e l n 
müsse. H . - W . T r i s s l et a l . (1987) konnten z u d e m durch photoelektr ische M e s s u n g e n eine 
V a r i a t i o n dieser A b k l i n g z e i t m i t der Anregungsintensität nachweisen. B e i n iedr igen Inten-
sitäten (weniger als 1 0 1 4 P h o t o n e n pro Laserpuls ) verlängerte sie s ich au f 90 ± 15 ps . 
D ie L a d u n g s t r e n n u n g i m P S I erfolgt innerha lb v o n ca . 10 ps ( A b b . 2.10) ( J . H . G o l b e c k , 
D . A . B r y a n t , 1991). Für den nächsten S c h r i t t , den Transfer des E l e k t r o n s z u m A k z e p t o r 
A i , w u r d e n W e r t e zwischen 30 u n d 200 ps e rmi t te l t ( J . H . Go lbeck , D . A . B r y a n t , 1991; A . W . 
R u t h e r f o r d , P . H e a t h c o t e , 1985). A u c h für die R e d u k t i o n v o n F x exist ieren widersprüchliche 
Z e i t k o n s t a n t e n . U n t e r s t a r k reduzierenden Bed ingungen (d .h . FA u n d F ß s ind chemisch 
vorreduz ier t ) ergaben sich Z e i t e n zwischen 15 ns ( P . M a t h i s , P . Seti f , 1988) u n d 300 ns ( K . 
B r e t t e l , 1990) . 
Für die R e k o m b i n a t i o n s r e a k t i o n e n bei R a u m t e m p e r a t u r werden folgende Z e i t k o n s t a n t e n als 
real ist isch erachtet : 
P 700+ A ö — P 700 A 0 : ca. 40 ns ( H . B o t t i n , P . Setif , 1991) 
P 700+ A ^ — T P 700 A x : ca . 750 ns (P .Set i f , H . B o t t i n , 1989); der T r i p l e t t z u s t a n d 
von P 700 relaxiert innerha lb einiger / is ( P . Set i f u n d K . 
B r e t t e l , 1990) 
P 700+ - P 700 A x : ca . 250 fu ( K . B r e t t e l , 1989) 
A b b . 2 .11: Charakter i s t i s che Zei ten für die R e k o m b i n a t i o n s r e a k t i o n e n 
i m P S I be i 77 K 
B e i Abkühlung a u f T e m p e r a t u r e n u m 77 K verlängern sich diese Ze i ten dras t i s ch ( A b b . 2.11). 
D i e hier aufgeführten Transfer - u n d Rekombinat ionsze i ten weisen eine große V a r i a t i o n auf . 
D i e Gründe dafür hegen z u m einen i n der N a t u r des Untersuchungsob jektes , z u m anderen i n 
den exper imente l l en M e t h o d e n : 
• P h o t o s y s t e m I u n d P h o t o s y s t e m II s ind s ich i n ihren opt ischen Eigenschaf ten ( A b -
s o r p t i o n , F luoreszenz ) sehr ähnlich. E i n e meßtechnische T r e n n u n g der verschiedenen 
Signale ist be i in vivo E x p e r i m e n t e n nicht e indeut ig möglich. Z u d e m beträgt die F l u o -
reszenzintensität v o n P S I nur e twa 6 bis 1 0 % derjenigen von P S II ( N . M i m u r o et a l . , 
1987; N . K . B o a r d m a n et a l . , 1966). D a r a u s ergibt sich die F o r d e r u n g , U n t e r s u c h u n g e n 
a n P S I-Präparationen durchzuführen. D ie Ergebnisse derart iger in vitro E x p e r i m e n t e 
können j e d o c h n u r m i t einer gewissen Vors i cht a u f die in vivo S i t u a t i o n übertragen 
werden , d a z . B . Veränderungen der Prote ine durch die Präparation oder den E i n s a t z 
v o n R e d o x s u b s t a n z e n nicht auszuschließen s ind . A l s Be i sp i e l so l l h ier nur der H i n -
weis au f die oben beschriebenen Unsicherhei ten bezüglich der R o l l e v o n Fx i m l inearen 
E l e k t r o n e n t r a n s p o r t genügen. 
• Anregungs t rans f e r u n d L a d u n g s t r e n n u n g laufen auf einer so e x t r e m kurzen Ze i t ska la a b , 
daß e in exper imente l ler Z u g a n g n u r über optische M e t h o d e n möglich i s t . D i e dabei zu 
beobachtenden Abklingvorgänge weisen, bedingt durch die Komplexität des O b j e k t e s , 
e in mul t i exponent ie l l e s V e r h a l t e n auf. Z u ihrer Beschre ibung werden teilweise bis zu 
fünf E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n herangezogen ( M . Hodges et a l . , 1987), deren Aussagekra f t , 
d . h . K o r r e l a t i o n m i t tatsächlich ab laufenden Vorgängen, nicht e indeut ig i s t . A u c h die 
A n w e n d u n g eines ' g l o b a l ana lys i s ' -Ansatzes ( A . R . H o l z w a r t h , 1987) erleichtert diese 
K o r r e l a t i o n n icht i m m e r . 
2.4.3 G e m e i n s a m k e i t e n v o n P S I I u n d P S I 
Neben P f l a n z e n u n d P u r p u r b a k t e r i e n bes i tzen noch eine Re ihe v o n anderen O r g a n i s m e n pho-
tosynthet ische R e a k t i o n s z e n t r e n : H e l i o b a k t e r i e n u n d grüne photosynthet is ierende B a k t e r i e n 
(Chlorob iaceae u n d Chloro f lexaceae) . A u f der Bas is v o n Sequenzvergleichen der 1 6 s - r R N A 
konnte nachgewiesen w e r d e n , daß die grünen Schwefelbakterien ( C h l o r o b i u m ) keine enge V e r -
wandschaft m i t den grünen n icht -Schwefe lbakter ien (Chlorof lexus) aufweisen ( C R . Woese , 
1987). 
Das R e a k t i o n s z e n t r u m v o n Chloro f l exus ähnelt sehr s tark dem v o n P u r p u r b a k t e r i e n , während 
die Ch lorob iaceae i n ihrer A k z e p t o r k e t t e eine große Ana lo g i e z u m P S I aufweisen ( W . N i t s c h k e 
et a l . , 1990). D i e Donorse i te entspr icht j edoch der be i den P u r p u r b a k t e r i e n : eine C y t o c h r o m -
untere inhe i t befindet s ich au f der L u m e n s e i t e des R e a k t i o n s z e n t r u m s . 
D i e e inzelnen F o r m e n v o n R e a k t i o n s z e n t r e n w u r d e n bisher i n zwei G r u p p e n eingetei l t : 
a) P S I -art ige R Z : P h o t o s y s t e m I der P f l a n z e n , R Z be i H e l i o b a k t e r i e n u n d be i grünen Schwe-
fe lbakter ien ( C h l o r o b i u m ) 
b) P S I i - a r t i g e R Z : P h o t o s y s t e m II der P f l a n z e n , R Z be i P u r p u r b a k t e r i e n u n d Chloro f l exus 
Die oben erwähnte funkt ione l l e Verwandtscha f t der Chlorobiaceae sowohl m i t P u r p u r b a k t e -
r i e n , als auch m i t P S I , u n d eingehendere Untersuchungen über den A u f b a u von P S I weisen 
auf größere G e m e i n s a m k e i t e n der verschiedenen Reakt i onszentren h i n , als b isher vermutet 
wurde . 
D a z u zählen vor a l l e m : 
• D e r K e r n k o m p l e x besteht aus zwei Untere inhe i t en . 
• I n nahezu al len R e a k t i o n s z e n t r e n ( A u s n a h m e : P S II) w i r d der primäre D o n o r d u r c h 
e in D i m e r gebi ldet , dessen räumliche O r i e n t i e r u n g z . B . bei P u r p u r b a k t e r i e n u n d b e i m 
P S I sehr ähnlich i s t . 
• D i e große Homolog i e der be iden großen Untere inhe i ten i m P S I lassen auch h ier einen 
sp iege lsymmetr ischen A u f b a u v e r m u t e n . Diese These w i r d gestützt d u r c h das V o r k o m -
m e n zweier P h y l l o c h i n o n e . 
• D e n s t r o m a l e n Verknüpfungspunkt der be iden Pro te inuntere inhe i ten bi ldet E i s e n , i n 
e inem F a l l ( P S I i - a r t i g ) i n F o r m eines E isenatomes , i m anderen F a l l ( P S I -art ig) durch 
einen F e - S - C l u s t e r . 
Photosystem II 
Purple bacteria \ 
X 
/ 
Photosystem I 
Chloroflexus Green sulphur 
bacteria 
A b b . 2.12: Hypothet i s che evolutionäre Verwandtscha f t zwischen den 
bisher bekannten F o r m e n von Reakt ionszentren (aus W . N i t s c h k e , A . W . 
R u t h e r f o r d , 1991) 
Diese u n d eine Re ihe weiterer, vor a l lem molekularbio log ischer G e m e i n s a m k e i t e n führten zur 
H y p o t h e s e , daß es einen gemeinsamen Vor fahren i n der Evo lut ionsgeschichte gebe, der die 
gemeinsamen C h a r a k t e r i s t i k a aufweist ( W . Ni tschke u n d A . W . R u t h e r f o r d , 1991). A b b . 2.12 
zeigt diesen vermuteten ' c o m m o n ancestor ' als S t r u k t u r m o d e l l u n d die Wei terentwick lungen 
z u den heute bekannten F o r m e n von Reakt ionszentren . 
Kapitel 3 
Proben 
Zielsetzung dieser Arbeit war die Untersuchung des Anregungs- und Ladungstransfers im 
PS II und PS I mit zeitaufgelöster Fluoreszenzspektroskopie. 
Ein Teil der Experimente wurde an der Grünalge C h l o r e l l a v u l g a r i s , dem Cyanobakterium 
A n a b a e n a var iab i l i s , sowie an Chloroplasten von Spinat durchgeführt. Die Herstellung und 
Charakterisierung der Proben sind in den ersten beiden Abschnitten dieses Kapitels beschrie-
ben. 
Die Messungen an diesen Proben ergaben jedoch u.a., daß die Fluoreszenzanteile von PS I 
nicht zu erfassen sind, wenn beide Photosysteme in den Proben vorliegen (s. Kap. 5). Daher 
wurden auch Untersuchungen an PS I-Reaktionszentren durchgeführt. Die Präparation von 
PS I aus Spinat und A . var iab i l i s wird im dritten Abschnitt geschildert. 
Der letzte Abschnitt listet die verwendeten Inhibitoren und Redoxsubstanzen auf und charak-
terisiert kurz ihre Wirkungsweisen. 
3.1 Algen und Cyanobakterien 
Seit der Einführung v o n Chlorella als Untersuchungsob jekt d u r c h O . W a r b u r g (1919) spielen 
R e i n k u l t u r e n einzel l iger Grünalgen, u n d i n der Folge auch v o n C y a n o b a k t e r i e n , wegen ihrer 
einfachen H a n d h a b b a r k e i t u n d der K o n t r o l l i e r b a r k e i t der K u l t u r b e d i n g u n g e n eine wesentliche 
Rol le i n der Photosynthese forschung . D i e hier b e n u t z t e n A r t e n bes i tzen einen m i t höheren 
Pf lanzen vergleichbaren Photosyntheseappara t ( P . H . R a v e n , et a l . , 1988). 
3.1.1 C h a r a k t e r i s i e r u n g u n d A u f z u c h t 
C h l o r e l l a vulgaris 
Z u r G a t t u n g Chlorella gehören unbewegl iche, globuläre, e inzel l ige Grünalgen m i t e inem 
Durchmesser von 5-10 / i m . Sie k o m m e n fre i lebend sowohl i m Süßwasser, als auch i m Salzwas-
ser u n d i m B o d e n vor , u n d vermehren sich schnel l d u r c h die B i l d u n g v o n 2 bis 16 A u t o s p o r e n 
innerhalb einer M u t t e r z e l l e . Sie bes i tzen einen glockenförmigen C h l o r o p l a s t e n , der an der 
Ze l lwand anhegt . 
In der vorhegenden A r b e i t w u r d e der S t a m m C. vulgaris verwendet , der v o n der A l g e n s a m m -
l u n g des pf lanzenphysio logischen Inst i tutes der Universität Göttingen bezogen w u r d e . 
Die A u f b e w a h r u n g der S t a m m k u l t u r erfolgte auf A g a r p l a t t e n (s. A n h a n g ) , die regelmäßig 
ster i l überimpft w u r d e n . 
Für die E x p e r i m e n t e w u r d e n sogenannte statische K u l t u r e n angesetzt . D i e A n z u c h t der A l g e n 
erfolgte dabei m i t K n o p p ' s c h e r Nährlösung (s. A n h a n g ) i n 750 m l Algenf laschen photoauto -
t roph bei Dauer l i cht u n d 295 K . Über das Begasungsrohr strömte v o n u n t e n k o n t i n u i e r l i c h , 
über Glaswol le gefilterte u n d m i t 2.5 % C 0 2 angereicherte L u f t e in . Diese sorgte sowohl für 
eine ausreichende Kohlensto f f zu fuhr , als auch für eine ständige D u r c h m i s c h u n g der A l g e n , so 
daß alle Ze l len gleichmäßig m i t einer Intensität v o n 6000 L u x bel ichtet w u r d e n . A l s L i c h t -
quelle d ienten v ier Leuchtstoffröhren ( O s r a m , 36 W , Universalweiß). 
B e i einer stat ischen K u l t u r werden während des W a c h s t u m s der A l g e n keine Nährstoffe z u -
oder Stoffwechselprodukte abgeführt. D i e A l g e n wachsen dabei so lange , bis ein Nährstoff-
oder L i c h t m a n g e l das W a c h s t u m begrenzt . D i e W a c h s t u m s k u r v e weist eine sigmoide G e -
stalt auf , in der mehrere P h a s e n unterschieden werden : die A n l a u f - (oder lag-) P h a s e , eine 
exponentiel le (oder log-) P h a s e , eine stationäre P h a s e u n d eine Abs terbephase . B e i vie len 
A l g e n s ind Zellgröße u n d Ze l lprote ingehal t i n der l og -Phase kons tant , die K u l t u r besteht ge-
wissermaßen aus ' S t a n d a r d z e l l e n ' . D i e i n dieser A r b e i t verwendeten A l g e n w u r d e n während 
der l og -Phase abgeerntet . 
Das A b s o r p t i o n s s p e k t r u m v o n C. vulgaris ( A b b . 3.1), aufgenommen m i t e inem Zwe i s t rah l -
Spektra lphotometer ( F a . K o n t r o n , M o d e l l U v i k o n 860) , zeigt zwei ausgeprägte M a x i m a bei 
440 u n d 685 n m . Diese entsprechen den e lektronischen Ubergängen So —• S 2 u n d So —» S i 
der C h i a-Moleküle (s. K a p . 2.2.2). D a n e b e n s i n d a n den Schul tern be i 480 u n d 650 n m die 
Absopt i onsbanden der analogen Ubergänge v o n C h i b z u erkennen. Z w i s c h e n 530 u n d 640 n m 
liegt ein M i n i m u m der A b s o r p t i o n v o r , i n diesem B e r e i c h gibt es keine A n t e n n e n p i g m e n t e . 
3. IS ' 
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A b b . 3.1: A b s o r p t i o n s s p e k t r u m v o n C. vulgaris be i 295 K 
A n a b a e n a 
D i e G a t t u n g Anabaena gehört z u den P r o k a r y o n t e n ( B a k t e r i e n ) , u n d z w a r zur G r u p p e der 
C y a n o b a k t e r i e n . I m Unterschied z u den E u k a r y o n t e n besitzen die P r o k a r y o n t e n z . B . keinen 
echten, v o n einer Kernhülle umgebenen Z e l l k e r n , sowie keine k o m p l e x e n C h r o m o s o m e n . D i e 
C y a n o b a k t e r i e n w u r d e n früher fälschlicherweise den A l g e n zugeordnet , daher ihre alte B e -
ze ichnung ' B l a u a l g e n ' . 
D i e Zel len be i Anabaena s ind ova l m i t e inem Durchmesser von 5 - 10 / i m . Sie entha l ten 
keinen C h l o r o p l a s t e n , sondern die T h y l a k o i d e hegen frei i m C y t o p l a s m a . B e i der Z e l l t e i l u n g 
wachsen neue P l a s m a m e m b r a n e n u n d eine neue Z e l l w a n d v o m R a n d e a u f die M i t t e z u . 
D i e i n dieser A r b e i t benutzte G a t t u n g A. variabilis w u r d e v o n D r . W . L o c k a u a m I n s t i -
tu t für B o t a n i k der Universität Regensburg z u r Verfügung gesteht. A. variabilis bes i tzt 
die Fähigkeit z u r A u s b i l d u n g v o n Heterocys ten , vergrößerten Zel len m i t einer v ie lsch icht igen 
Z e l l w a n d , i n denen die T h y l a k o i d e konzentr i sch oder n e t z a r t i g angeordnet s i n d . Sie en tha l t en 
ausschheßlich P S I. Dieser U m s t a n d er laubt eine Vere in fachung der P S I-Präparation. 
Das A b s o r p t i o n s s p e k t r u m v o n A. variabilis ( A b b . 3.2) zeigt die für C h i a charakter i s t i s chen 
M a x i m a bei 440 u n d 685 n m . I m Gegensatz z u m entsprechenden S p e k t r u m bei C. vulgaris 
( A b b . 3.1) t r i t t j edoch i m Bere i ch 550 bis 650 n m ein weiteres M a x i m u m auf, das den P i g -
menten P h y c o e r y t h r i n , P h y c o c y a n i n u n d A l l o p h y c o c y a n i n i n den P h y c o b i l i s o m e n zugeordnet 
werden k a n n (siehe auch K a p . 2.2.2). 
«M 9» 4M 
A b b . 3.2: A b s o r p t i o n s s p e k t r u m v o n A. variabilis 
3.1.2 P r o b e n h e r s t e l l u n g 
D i e P r o b e n w u r d e n i n Glasröhrchen v o n ca . 3 c m Länge u n d e inem D u r c h m e s s e r v o n 0.5 c m 
abgefüllt. Diese Röhrchen konnten aus E i n w e g p i p e t t e n d u r c h A b s c h m e l z e n selbst hergestel lt 
werden. 
B e i ersten Vorversuchen zeigte s i c h , daß die Zel len i n den P r o b e n sedimentierten. D a d u r c h 
n a h m i m V e r l a u f einer M e s s u n g die K o n z e n t r a t i o n der Zel len i m L i c h t s t r a h l , u n d d a m i t auch 
die Fluoreszenzintensität, ab . 
U m dies z u v e r h i n d e r n , w u r d e die A lgensuspens ion durch e inen Glasfaserrundf i l ter ( F a . 
Schleicher & Schüll, Glas faserrundf i l ter N o . 6) filtriert u n d e in Teilstück des F i l t e r s m i t 
dem Algenrückstand i n e in Probenröhrchen m i t Nährlösung gegeben. 
D i e C h l o r o p h y l l k o n z e n t r a t i o n e n der P r o b e n w u r d e n nach der M e t h o d e von N u s c h ( D I N , 
1986) p h o t o m e t r i s c h b e s t i m m t . D u r c h entsprechende Verdünnung w u r d e i n den P r o b e n die 
C h l o r o p h y l l k o n z e n t r a t i o n auf 4-8 / x g / m l (bei A. variabilis ) , b zw . auf 10-20 fig/nd (hei C. 
vulgaris ) e ingestel l t . In diesen Bere i chen ergab s ich keine Veränderung der spektroskopischen 
Eigenschaften . B e i W e r t e n v o n über 14 ßg C h i a / m l be i A. variabilis konnte dagegen eine 
Z u n a h m e der F luoreszenz zwischen 710 u n d 760 n m m i t steigender K o n z e n t r a t i o n festge-
stel lt werden ( P r o b s t , M . , 1991). Diese überproportionale B e t o n u n g der langwel l igen E m i s -
s ion ist au f R e a b s o r p t i o n i n n e r h a l b der P r o b e u n d anschließende, rotverschobene E m i s s i o n 
zurückzuführen. E i n e D i s k u s s i o n dieses Effektes findet sich i n A b s c h n i t t 3.3. 
Für die E x p e r i m e n t e be i T e m p e r a t u r e n unter 273 K w u r d e n die P r o b e n m i t 50 V o l % G l y c e r i n 
versetzt , u m ein Gefr ieren der Lösungen zu v e r h i n d e r n . 
3.2 Chloroplasten 
D i e Iso l ierung der C h l o r o p l a s t e n erfolgte aus S p i n a t , der v o n örtlichen Gemüsehändlern be-
zogen w u r d e , nach einer entsprechenden P r a k t i k u m s a n l e i t u n g für Bio log iestudenten ( P r a k -
t i k u m s a n l e i t u n g B l - B l o c k , 1991). D ie Blätter werden dabei i n einer isotonischen Lösung 
homogenis iert u n d die i n t a k t e n C h l o r o p l a s t e n d u r c h F i l t r a t i o n u n d Zentr i fugat ion iso l iert . 
D ie Präparation erfolgt be i 273 K . A h e Gefäße u n d Geräte müssen vorher auf diese Tempe -
r a t u r gekühlt werden . 40 g gewaschener Sp inat werden d a n n m i t 150 m l Lösung Iso-Stack 
(siehe A n h a n g ) i m M i x e r zerkle inert u n d grobe A n t e i l e m i t e inem Siebleinen herausf i l t r iert . 
Das Homogenat w i r d anschließend 40 s bei 4000 g zentr i fugiert . D i e Chlorop las ten s ind d a n n 
i m Pel le t e n t h a l t e n . Dieses w i r d , je nach wei terem Versuchsver lauf , entweder m i t 3 m l der 
Lösung Iso -Stack , oder m i t der gleichen M e n g e G l y c i n - P u f f e r aufgenommen. 
D i e C h l o r o p l a s t e n w u r d e n vor B e g i n n der Versuche fr isch präpariert, d a ihre H a l t b a r k e i t au f 
einige S t u n d e n beschränkt i s t . E i n Sedimentieren der Chlorop lastensuspens ion konnte nicht 
festgestellt werden , daher w u r d e diese d i rekt i n die Probenröhrchen abgefüllt. D ie i n den 
P r o b e n e ingestel l ten C h i - K o n z e n t r a t i o n e n be t rugen ca . 6 / i g / m l . Sie w u r d e n , wie be i J . T . O . 
K i r k (1968) beschr ieben , p h o t o m e t r i s c h i n A c e t o n e x t r a k t e n b e s t i m m t . 
3.3 Photosystem I 
3.3.1 P r ä p a r a t i o n 
P S I aus S p i n a t wurde n a c h der Präparationsanleitung von H . - U . Schoeder (1983) selbst 
i so l iert . Diese A r b e i t e n k o n n t e n a m Ins t i tu t für B o t a n i k (Universität Regensburg) i n der 
A r b e i t s g r u p p e v o n P r o f . D r . H a u s k a durchgeführt werden. 
D i e P S I - P r o b e n aus A. variabilis w u r d e n von D r . K . Ziegler ( A r b e i t s g r u p p e D r . W . L o c k a u , 
Inst , für B o t a n i k , Universität Regensburg) zur Verfügung gestel lt . D i e Präparation ist 
bei Z ieg ler , K . (1991) beschrieben. Sie verläuft i n den wicht igs ten S c h r i t t e n ana log zur 
Präparation aus S p i n a t , daher sol l diese i m folgenden k u r z beschrieben werden . 
D i e Präparation w i r d bei 4° C durchgeführt. Zuerst werden Spinatblätter i n einer i so ton i -
schen Lösung homogenisiert u n d die ganzen C h l o r o p l a s t e n d u r c h F i l t r a t i o n u n d Zentr i fuga -
t i o n i so l iert (siehe oben) . Z u m Aufbrechen werden die C h l o r o p l a s t e n i n e in hypotonisches 
M e d i u m au fgenommen u n d anschließend die M e m b r a n f r a g m e n t e z w e i m a l gewaschen. N a c h 
j e d e m dieser A r b e i t s s c h r i t t e werden unerwünschte A n t e i l e i n der Lösung d u r c h Zent r i fuga -
t i o n abget rennt , das Pel let wieder aufgenommen u n d homogenis iert ( ' P o t t e r n ' ) . 
D i e vorgere in igten M e m b r a n e n werden m i t 2 % T r i t o n X - 1 0 0 so lub i l i s i er t . T r i t o n ist e in D e -
tergenz m i t dem die Pro te ine aus den M e m b r a n e n gelöst werden. D a s So lub i l i sa t w i r d au f 
eine m i t T T - P u f f e r (siehe A n h a n g ) äquilibrierte Säule aufgetragen u n d m i t e inem l inearen 
Sa lzgrad ienten e lu iert . Das E l u a t w i r d f rakt ionier t u n d v o n jeder F r a k t i o n der re lat ive C h l -
G eh alt u n d der G e h a l t an P 700 photometr i sch b e s t i m m t . D i e F r a k t i o n e n m i t d e m größten 
P 7 0 0 - G e h a l t werden vereinigt . Z u r Erhöhung der K o n z e n t r a t i o n k a n n a n dieser Stel le ein 
D i a l y s e s c h r i t t eingeschoben werden. D a s gereinigte P S I - R e a k t i o n s z e n t r u m erhält m a n nach 
einer 20-stündigen U l t r a z e n t r i f u g a t i o n auf e inem Saccharosedichtegradienten. P S I b i ldet 
dabe i eine B a n d e be i ca . 2 0 % Saccharose. Diese w i r d e n t n o m m e n u n d , nach E i n f r i e r e n i n 
flüssigem St ickstof f , be i 253 K aufbewahrt . 
abs 
e . e i s -
8. 888-1 i i-^i i j i 1 1 
628 643 678 699 728 nm 
A b b . 3.3: Redox -Di f f e renzspektrum einer P 700 -Probe 
die e inzelnen A b s o r p t i o n s s p e k t r e n w u r d e n i n der Reihenfolge v o n oben 
n a c h u n t e n jeweils i m A b s t a n d v o n 30 s au fgenommen 
D i e e inze lnen A r b e i t s s c h r i t t e werden überprüft, i n d e m jeweils der C h i a - G e h a l t b z w . der 
G e h a l t a n P 700 b e s t i m m t werden. D i e Überprüfung des P 700-Gehal tes geschieht d u r c h 
opt ische Redox-Di f ferenzspektroskopie ( T . V . M a r s h o , u n d B . K o k , 1980) n a c h O x i d a t i o n m i t 
K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) u n d R e d u k t i o n m i t N a t r i u m a s c o r b a t ( A b b . 3.3). A u s der Höhe 
des M a x i m u m s bei ca . 700 n m läßt sich m i t dem Ext inkt i onskoe f f i z i enten v o n 64 m M " 1 c m - 1 
( T . H i y a m a , u n d B . K e , 1972) der G e h a l t a n P 700 berechnen. In A b b . 3.3 ist außerdem ein 
A u s b l e i c h e n be i 670 n m z u beobachten. Dieses w i r d durch die O x i d a t i o n von A n t e n n e n c h l o -
r o p h y l l e n verursacht . 
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F i g u r e 3.4: SDS-Ge le l ek t rophorese von P S I aus A. variabilis ( A ) u n d 
S p i n a t (S ) ; 
Spa l te ( S T ) : M o l e k u l a r g e w i c h t s s t a n d a r d (die M a s s e n der S t a n -
dardprote ine s ind i n k D a angegeben) 
D i e endgültige Überprüfung der Probenre inhe i t erfolgt m i t einer S D S - P o l y a c r y l a m i d g e l e l e k -
trophorese ( S D S : Sod iumdodecy l su l fa te ) . A b b . 3.4 zeigt einen A u s s c h n i t t des Gels m i t den 
i n dieser A r b e i t verwendeten P S I - P r o b e n ( A für A. variabilis , S für S p i n a t ) , z u s a m m e n 
m i t e inem M o l e k u l a r g e w i c h t s s t a n d a r d ( S T ) . B e i be iden P r o b e n s i n d B a n d e n von e twa 60 
k D a z u erkennen. Sie entsprechen den zwei großen Untere inhe i ten v o n P S I ( Ia u n d I B , 
siehe A b b . 2.9), die e in apparentes M o l e k u l a r g e w i c h t von ca . 60 k D a bes i tzen. E i n e weitere , 
schwach erkennbare B a n d e be i 10 k D a kann der Untere inhei t V I I zugeordnet werden (siehe 
A b b . 2.9). Diese trägt die t e r m i n a l e n F e S - K o m p l e x e von P S I. B e i der Sp inatprobe s i n d 
außerdem noch B a n d e n zwischen 21 u n d ca . 35 k D a z u sehen, die auf Verunre in igungen 
d u r c h A n t e n n e n k o m p l e x e h inweisen . 
3.3.2 P r o b e n h e r s t e l l u n g 
D i e C h i a - K o n z e n t r a t i o n e n der aus der Präparation erhaltenen P r o b e n betrugen 0.5 m g / m l 
( P S I aus S p i n a t ) u n d 2.8 m g / m l ( P S I aus A. variabilis ) . U m ein häufiges A u f t a u e n u n d 
E i n f r i e r e n dieser ' S t a m m p r o b e n ' z u vermeiden, w u r d e n von jeder P r o b e verdünnte Lösungen 
verte i l t au f mehrere E p p e n d o r f - C u p s m i t einer C h i a - K o n z e n t r a t i o n von 0.1 m g / m l angefer-
t i g t . D i e Verdünnung erfolgte dabei entweder m i t T T - P u f f e r (20 m M T r i s - H C l , p H 8.1, m i t 
0 . 1 % T r i t o n ) , oder m i t G l y c i n - P u f f e r ( p H 10.5, F a . S igma) . 
D ie verdünnten Lösungen w u r d e n bei 253 K gelagert. D ie endgültige P r o b e n h e r s t e l l u n g 
erfolgte m i t diesen verdünnten Lösungen, wobei die E n d k o n z e n t r a t i o n auf W e r t e zwischen 
50 u n d 70 (tg/ml eingestellt wurde . V o n den O x i d a t i o n s - u n d R e d u k t i o n s m i t t e l n w u r d e n 
a n j e d e m V e r s u c h s t a g fr ische Stammlösungen hergestel lt , u m A r t e f a k t e d u r c h nachlassende 
Aktivitäten auszuschließen. Entsprechende M e n g e n von P S I-Lösung u n d der R e d o x m i t t e l 
w u r d e n i n e inem E p p e n d o r f - C u p z u s a m m e n p i p e t t i e r t , m i t der errechneten M e n g e an Puffer 
aufgefüllt u n d vors i cht ig vermischt . B e i den E x p e r i m e n t e n unter hochreduzierenden B e d i n -
gungen w u r d e n die P r o b e n vor der Zugabe v o n N a t r i u m d i t h i o n i t durch Überblasen m i t A r g o n 
sauerstofffrei g e m a c h t , d a N a t r i u m d i t h i o n i t m i t Sauerstoff reagiert . 
D i e fert igen P r o b e n w u r d e n anschließend i n abgeflachte Glasröhrchen (Innenmaße: Höhe * 
B r e i t e * T ie f e : 3 5 m m * 4 m m * 0 .5mm) abgefüllt u n d i n den K r y o s t a t e n abgesenkt . 
B e i a l len Arbeitsvorgängen w u r d e darau f geachtet, daß die P r o b e n nicht über 4° C erwärmt 
w u r d e n . 
B e i E x p e r i m e n t e n m i t unterschied l i chen Probenröhrchen ergaben s ich Veränderungen i m 
spektra len V e r h a l t e n . A b b . 3.5 zeigt dies exemplar isch für eine V e r d o p p e l u n g der P r o b e n -
dicke. D a s S p e k t r u m der d ickeren P r o b e weist au f der langwel l igen F l a n k e eine d e u t l i c h 
höhere Intensität auf, während die kurzwel l ige F l a n k e u n d das M a x i m u m gle ich b l e iben . 
Dies ist au f Reabsorbt ionsef fekte zurückzuführen. D i e Fluoreszenz v o n A n t e n n e n p i g m e n -
ten bei k u r z e n Wellenlängen w i r d innerha lb der P r o b e n v o n langwel l ig absorbierenden P i g -
m e n t e n au fgenommen u n d rotverschoben reemit t i e r t . E i n derart iger E f f ekt w u r d e bereits 
von J . C . Goedheer (1964) beschr ieben. D a er eine Verfälschung der tatsächlichen Inten-
sitätsverhältnisse d a r s t e l l t , w u r d e n alle Untersuchungen an P r o b e n m i t einer D i c k e v o n 0.3 
m m v o r g e n o m m e n . 
A b b . 3.5: F luoreszenzspekt ren von P 700-Reakt ionszentren v o n A. va-
riabilis be i unterschied l i cher D i cke der P r o b e n ; T = 243 K , 200 ps A n -
regungspuls , B e o b a c h t u n g s z e i t r a u m : 100 ns 
( S p e k t r e n au f gleiche Höhe no rmie r t ) 
3.4 Inhibitoren und Redoxsubstanzen 
I m folgenden werden die verwendeten Redoxsubstanzen u n d I n h i b i t o r e n aufgel istet . 
• D C M U ( 3 - ( 3 , 4 - D i c h l o r o p h e n y l ) - l , l - D i m e t h y l h a r n s t o f f , D i u r o n ) ist einer der bekannte -
sten Hemmstof fe des Elektronentransfers i n Photosynthesezentren . E s unterbr i cht die 
Ladungswei tergabe von nach QB I M P S I L Berei ts be i e inem Verhältnis v o n 0.5 / i g 
D C M U a u f 100 / i g C h i a w i r d der Elektronentransfer vollständig u n t e r b r o c h e n ( Izawa, 
S. , 1977). 
• N a t r i u m d i t h i o n i t ( N a 2 S 2 0 4 ) ist ein starkes R e d u k t i o n s m i t t e l ( R e d o x p o t e n t i a l -460 m V 
b e i p H 10.5). B e i der B e n u t z u n g muß jedoch beachtet werden , daß s ich das R e d o x p o -
t e n t i a l v o n N a t r i u m d i t h i o n i t m i t fal lenden p H - W e r t e n i n R i c h t u n g pos i t i ver P o t e n t i a l e 
verschiebt . 
Außerdem k a n n N a t r i u m d i t h i o n i t auch den i n der L u f t vorhandenen Sauerstof f r e d u -
zieren u n d verl iert dabe i a n Aktivität. D a h e r wurde es unter Luftabschluß i n e inem 
evakuier ten E x s i k k a t o r aufbewahrt . 
• K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) ( K 3 [ F e ( C N ) ] 6 , rotes B lu t laugensa l z ) w u r d e als O x i d a t i o n s -
m i t t e l benutz t . Se in R e d o x p o t e n t i a l beträgt +430 m V . D a m i t k a n n der primäre D o n o r 
i m P S I ox id iert werden. 
Kapitel 4 
Experimenteller Aufbau 
Eine der Zielsetzungen dieser Arbeit war der Auflmu eines Meßplatzes für zeitaufgelöste 
Fluoreszenzspektroskopie im ps-Zeitbereich. Aus den Eigenschaften der Untersuchungsobjekte 
(z.B. Absorptionswellenlängen, Fluoreszenzintensität, etc.; s. Kap. 2) ergaben sich bestimmte 
Anforderungen an diesen Meßplatz. 
Im folgenden Kapitel wird dieser Meßplatz vorgestellt. Schwerpunkte bilden dabei die Darstel-
lung des Lasersystems (modengekoppelter Argonionenlaser, Abschnitt 4-1) und die Signaler-
fassung mit Zeit-Amplituden-Konversion und anschließender Histogrammierung (Abschnitt 
4-4)- Im Abschnitt 4-3 wird ein bereits vorhandener Meßplatz kurz geschildert, mit dem die 
Messungen im p.s- und ms-Zeitbereich vorgenommen wurden. 
4.1 Erzeugung kurzer Pulse mit einem Argonionenlaser 
P r i n z i p i e l l s tehen dre i Möglichkeiten zur Verfügung, m i t e inem Laser k u r z e L i c h t p u l s e z u 
erzeugen ( W e b e r , Herz iger , 1972): 
1. P u l s b e t r i e b des Lasers 
2. Gütemodulat ion ( Q - S w i t c h ) 
3. M o d e n k o p p l u n g 
B e i dem hier b e n u t z t e n A r g o n i o n e n l a s e r wurde der Pu l sbe t r i eb d u r c h a k t i v e M o d e n k o p p -
l u n g verwi rk l i ch t ( P . W . S m i t h , 1970). E s lassen sich dadurch i m Verg le i ch z u den beiden 
anderen M e t h o d e n höhere L e i s t u n g s d i c h t e n i m P u l s u n d kürzere Ha lbwer t sbre i t en erzeugen. 
D a s G r u n d p r i n z i p u n d die gewählte technische Rea l i s i e rung werden i m folgenden k u r z w i -
dergegeben ( A b s c h n i t t 4.1.1). D i e V a r i a t i o n der Pu lswiederho l ra te geschah m i t H i l f e eines 
C a v i t y - D u m p e r s , der i n A b s c h n i t t 4.1.2 vorgestellt w i r d . 
4.1.1 M o d e n k o p p l u n g 
I m cw - B e t r i e b eines Lasers schwingen i n der Regel eine V i e l z a h l von L o n g i t u d i n a l m o d e n un 
a n . D e r F r e q u e n z a b s t a n d zwischen zwei M o d e n beträgt dabe i : 
A u , = — (4.1) 
L = Länge der C a v i t y 
A n e inem willkürlich gewählten O r t x = 0 innerhalb der C a v i t y ergibt sich für das e lektr ische 
Fe ld E ( t ) als F u n k t i o n der Ze i t : 
N-i 
E(t) = Aj^ e * ( u ' " t + * " ) (4.2) 
n=0 
N = A n z a h l der M o d e n 
Sn = P h a s e n der jeweil igen M o d e n 
Für die Intensität folgt daraus : 
/ = NA2 (4.3) 
D i e Ausgangsintensität des Lasers ist d a m i t ebenfalls p r o p o r t i o n a l z u NA2. 
D e r modengekoppel te F a l l hegt vor , wenn es ge l ingt , alle L o n g i t u d i n a l m o d e n des Lasers i n 
eine feste Phasenbez iehung zueinander z u br ingen , d .h . 6n = S. Für E ( t ) g i l t d a n n : 
N-1 
E{t) = AeiS (4-4) 
n=0 
D i e Intensität i m modengekoppel ten F a l l ergibt sich nach U m f o r m u n g z u : 
• 2 Njb 
I(t) = A2S-^ji- (4.5) 
s i n ^ f 
- m i t $ = A u / t 
E s k o m m t z u r A u s b i l d u n g sehr kurzer P u l s e , für die g i l t : 
m a x i m a l e Intensität: Jm = N2A2 (4.6) 
2 L 
Pu lsha lbwertsbre i te : A * = JVc ^ 4 " 7 ^ 
A b s t a n d der P u l s e : T = ~ ( 4 - 8 ) 
D a s Intensitätsmaximum i m P u l s hegt u m den F a k t o r N über der Intensität i m ungekoppe l ten 
F a l l ( G l . 4.6). D i e P u l s b r e i t e s inkt m i t der Z a h l der überlagerten M o d e n ( G l . 4.7) . J e größer 
die B a n d b r e i t e des Laserübergangs i s t , umso kürzer u n d intensiver werden die P u l s e . 
B e i d e m z u r Verfügung stehenden Argonionenlaser ( T y p 2025) der F a . S p e c t r a - Phys i c s 
w i r d die M o d e n k o p p l u n g durch eine M o d u l a t i o n der Cavitygüte m i t der Frequenz u> = ^ 
real is iert ( M o d e l l 3 4 2 A U l t r a - S t a b l e M o d e L o c k i n g S y s t e m , F a . S p e c t r a - P h y s i c s ) . 
Z u d iesem Zweck w i r d e in P r i s m a i n der Nähe des hochref lekt ierenden Endspiege ls i n die 
C a v i t y eingesetzt . E i n e von außen angelegte Hochfrequenz erzeugt über einen an die St i rnse i te 
aufgeklebten P i e z o k r i s t a l l eine Ul traschal lwe i le i m P r i s m a ( A b b . 4.1). B e i geeigneter W a h l der 
Hochfrequenz werden die akustischen Eigenschwingungen des P r i s m a s angeregt. D i e d a m i t 
verbundenen per iodischen Dichteschwankungen erzeugen ent lang des K r i s t a l l s per iodische 
Veränderungen des Brechungsindexes , die auf die ankommende e lektromagnet ische W e l l e wie 
ein G i t t e r w i r k e n . A n h a n d von A b b . 4.1 sol l das P r i n z i p verdeut l i cht werden . 
x 
A b b . 4 .1 : A k u s t o o p t i s c h e M o d e n k o p p l u n g m i t e inem P r i s m a 
N u r z u den Ze i ten des N u l l d u r c h g a n g s der stehenden Wehe i m P r i s m a w i r d L i c h t unbee in-
flußt d u r c h t r e t e n können. Z u al len anderen Ze i ten w i r d das L i c h t b e i m D u r c h t r e t e n d u r c h 
Beugungsver lus te geschwächt. Diese Beugungsver luste werden m i t dem Frequenzunterschied 
zweier benachbarter L o n g i t u d i n a l m o d e n m o d u l i e r t . Für eine b e s t i m m t e M o d e werden d a -
durch Seitenbänder m i t den Frequenzen der benachbarten M o d e n erzeugt u n d diese gezwun-
gen, m i t gleicher Phase z u schwingen. N a c h einer endl ichen A n z a h l von Umläufen ist die 
K o p p l u n g a l ler L o n g i t u d i n a l m o d e n erre icht . 
D a die Resonanzfrequenz des P r i s m a s be i einer b e s t i m m t e n T e m p e r a t u r vorgegeben i s t , muß 
die Cavitylänge des Lasers so d a r a u f abges t immt werden, daß die reziproke U m l a u f z e i t eines 
L i chtpu lses genau dieser Frequenz entspr i cht . U n t e r Berücksichtigung der zwei i n entge-
gengesetzter R i c h t u n g i n der C a v i t y herumlaufenden L i chtpu lse ergibt s ich die tatsächliche 
Wiederho l f requenz des Lasers als das D o p p e l t e der angelegten Hochfrequenz . 
4.1.2 V a r i a t i o n d e r W i e d e r h o l r a t e m i t e i n e m C a v i t y - D u m p e r 
W i e aus der oben angeführten Theor i e der M o d e n k o p p l u n g ers icht l i ch w i r d , ist der A b s t a n d 
zweier P u l s e d u r c h G l . 4.8 fest vorgegeben. E i n e Veränderung der W i e d e r h o l r a t e w i r d erst 
d u r c h den E i n b a u eines sogenannten C a v i t y - D u m p e r s i n den Laser möglich. Dieser l enkt 
se lekt iv e inzelne Pu l se erst nach d e m n- ten D u r c h l a u f aus dem ansonsten geschlossenen R e -
sonator heraus . 
A b b . 4.2: C a v i t y - D u m p e r 
D a s F u n k t i o n s p r i n z i p ist i n A b b . 4.2 erläutert. D e r normale Auskoppe l sp iege l des Lasers w i r d 
d u r c h die C a v i t y - D u m p e r - E i n h e i t ersetzt ( M o d e l l 344S H i g h - Ef f ic iency C a v i t y D u m p e r , 
F a . S p e c t r a - P h y s i c s ) . D a d u r c h ergibt sich ein geschlossener Resonator ( 'gefaltete C a v i t y ' ) . 
D a s akt ive E l e m e n t i s t , ähnlich wie b e i m M o d e n k o p p l e r , eine B r a g g - Zel le , i n der v o n außen 
über einen P i e z o k r i s t a l l eine Ultraschal lweUe erzeugt w i r d . D u r c h die Hohlsp iege l S\ u n d S 2 
w i r d der L a s e r s t r a h l au f die B r a g g - Zelle fokusiert . 
I m B r e n n p u n k t erzeugt eine durchlaufende Ultraschal lweUe eine per iodische S c h w a n k u n g 
des Brechungs indexes , die eine B e u g u n g des Laserstrahles z u r Folge h a t . B e i geeigneter 
D i m e n s i o n i e r u n g der Abstände u n d Durchmesser der Spiegel S\ u n d S 2 läuft der abgebeugte 
T e i l s t r a h l nicht i n die C a v i t y zurück, sondern w i r d über das A u s k o p p e l p r i s m a aus d e m Laser 
ge lenkt . 
In V e r b i n d u n g m i t e inem Modenkopp le r muß für eine exakte S y n c h r o n i s a t i o n be ider E i n h e i t e n 
gesorgt werden , d a m i t in der B r a g g - Zelle des C a v i t y - D u m p e r s n u r d a n n eine Schal lwel le 
erzeugt w i r d , wenn der gewünschte, z u selektierende P u l s a n k o m m t . 
E i n V o r t e i l des C a v i t y - D u m p e r s gegenüber extern angebrachten E l e m e n t e n z u r P u l s s e l e k t i o n 
( z . B . C h o p p e r r a d ) besteht d a r i n , daß die Energ ie des Lasers d u r c h die geschlossene C a v i t y 
i m Resonator gespeichert b le ibt . D a m i t ist be i e inem modengekoppe l ten P u l s eine Erhöhung 
der Pulsenergie u m den F a k t o r 30 möglich. 
E i n C a v i t y - D u m p e r läßt sich auch bei e inem Laser i m c w - B e t r i e b n u z t e n . E r w i r d dabei 
extern über einen Pulsgenerator getriggert . D a m i t können Pu l se m i t var iab ler W i e d e r h o l r a t e 
u n d einer m i n i m a l e n Halbwertsbre i te von 10 ns erzeugt werden . 
D a die Untersuchungen i n dieser A r b e i t e in re la t iv großes Zeit fenster abdecken , w u r d e als 
A b b . 4 .3: Laserpu l s n a c h M o d e n k o p p l u n g , detekt ier t m i t einer schnel -
len S i - P h o t o d i o d e (Anst iegsze i t ca . 30 ps , F a . S p e c t r a - P h y s i c s , 
M o d e l l 4 0 3 B ) , fotografiert v o n e inem T e k t r o n i x - O s z i l l o g r a p h e n 7904 
m i t Sampl inge inschub 7S11 u n d Tr iggere inschub 7 T 1 1 
Anregungs l i chtque l l e sowohl der Argon ionen laser i m c w - B e t r i e b i n V e r b i n d u n g m i t e inem 
C a v i t y - D u m p e r b e n u t z t , als auch das sogenannte C o m b o - S y s t e m aufgebaut , d .h . e in m o -
dengekoppelter A r g o n i o n e n l a s e r m i t C a v i t y - D u m p e r . I m ersten F a l l w u r d e n die P u l s h a l b -
wertsbre i ten zwischen 10 ns u n d 50 ns v a r i i e r t . D i e W i e d e r h o l f r e q u e n z e n b e t r u g e n typ ischer -
weise 10 k H z . D i e T r i g g e r u n g erfolgte e x t e r n über e inen P u l s g e n e r a t o r ( H e w l e t t P a c k a r d , 
M o d e l l 8 0 1 3 A ) . 
Für den zweiten F a l l ist das E r g e b n i s i n A b b . 4.3 gezeigt . D e r L a s e r w u r d e auf der 496,5 
n m - L i n i e be tr ieben . D i e hier real is ierte Cavitylänge führte z u einer M o d e n k o p p l e r f r e q u e n z 
von 41,0295 M H z . I m abgebi ldeten F a l l b e t r u g die W i e d e r h o l f r e q u e n z d u r c h den E i n s a t z 
eines C a v i t y - D u m p e r s tatsächhch 41,0295 k H z . W i e aus der A b b i l d u n g ers i cht l i ch i s t , l a g die 
Pu l sha lbwer t sbre i t e be i < 200 ps . 
D i e E x p e r i m e n t e w u r d e n m i t W i e d e r h o l r a t e n zwischen 0.4 u n d 41.0 k H z durchgeführt. E i n e 
M e s s u n g der Pulsenerg ie vor d e m E i n t r i t t des Laserpulses i n den K r y o s t a t e n ergab einen 
W e r t v o n 2 n J . 
In V e r b i n d u n g m i t den i n K a p . 3 angegebenen C h i a - K o n z e n t r a t i o n e n der P r o b e n läßt s ich 
m i t der P o i s s o n - F o r m e l abschätzen, wie lange es dauer t bis e in R e a k t i o n s z e n t r u m e in zwei -
tes M a l angeregt w i r d . B e i einer W i e d e r h o l r a t e v o n 41 k H z hegt diese Ze i tdauer i n der 
Größenordnung v o n e inigen S e k u n d e n . D a i n n e r h a l b dieser Ze i t alle R e k o m b i n a t i o n s r e a k t i o -
nen i n den P h o t o s y s t e m e n abgeschlossen s i n d (s. K a p . 2.3 u n d 2.4.2) , k a n n bei den P r o b e n 
ohne Zusätze eine A k k u m u l a t i o n v o n E l e k t r o n e n i n der A k z e p t o r k e t t e ausgeschlossen werden. 
D a m i t ist sichergestellt , daß sich die P r o b e n vor j e d e m Laserpuls i m gleichen O x i d a t i o n s z u -
s tand bef inden. 
4.2 Aufbau der optischen Komponenten 
A b b . 4.4 zeigt die opt ischen K o m p o n e n t e n , die i n dieser A r b e i t verwendet w u r d e n . 
A b b . 4.4: A p p a r a t u r für zeitaufgelöste Spektroskop ie : opt ischer A u f b a u 
S: Spiegel , L : L i n s e , F : F i l t e r , T A C : Z e i t - A m p h t u d e n - K o n v e r t e r (s. A b -
schni t t 3.4.1) 
D i e A n r e g u n g erfolgte wie bereits oben beschr ieben d u r c h e inen Argon- Ionen laser i m P u l s -
betr ieb (200 p s - P u l s e oder n s - P u l s e ) . D i e eingestellte Wehenlänge w a r 496,5 n m . Dieser 
W e r t l iegt genügend weit v o m M a x i m u m der S o r e t - B a n d e v o n C h l o r o p h y l l a (siehe A b b . 2.5) 
entfernt , d a m i t eine auch i n der T ie fe gleichmäßige D u r c h s t r a h l u n g der P r o b e gegeben i s t . 
Über einen Strah l te i l e r (Glasplättchen) wurde e in T e i l des Laserstrahles a u f eine schneUe 
P h o t o d i o d e (Spec t ra -Phys i c s , M o d e l l 403 B , Signalanst iegszei t 50 ps) ge lenkt . Sie lieferte 
den S t a r t i m p u l s für den Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r t e r (siehe K a p . 4.4.1). 
U m eine bessere A u s l e u c h t u n g der P r o b e u n d d a m i t eine höhere Fluoreszenzintensität z u 
e rha l ten , wurde der L a s e r s t r a h l d u r c h eine Z y l i n d e r l i n s e aufgeweitet . 
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D e r Spiegel S3 l enkte den A n r e g u n g s s t r a h l unter e inem solchen W i n k e l a u f die P r o b e , daß 
Ref lexionen v o n den K r y o f e n s t e r n u n d den Probengefäßen nicht i n den D e t e k t i o n s w i n k e l fie-
l en . E i n e r dieser Reflexe wurde b e n u t z t , u m m i t e inem Leistungsmeßgerät (Coherent , O p t i c a ! 
Power M e t e r M o d . 212) die Ausgangs l e i s tung des Lasers z u kontro l l i e ren . E i n angeschlosse-
ner x - t - S c h r e i b e r l ieferte ein L e i s t u n g s p r o t o k o l l für jede M e s s u n g . 
B e i niedrigen W i e d e r h o l r a t e n (400 H z ) dauer ten die Messungen i n der Rege l zwei bis fünf 
S tunden . U m Veränderungen i n der P u l s f o r m auch während einer lau fenden M e s s u n g be-
obachten zu können, wurde e in Rückreflex der Zy l inder l inse ausgenützt. Dieser fiel au f eine 
V a k u u m p h o t o d i o d e . D a s S igna l konnte nach Verstärkung auf e inem O s z i l l o g r a p h e n ( H a m e g , 
H M 705) dargestel lt werden. 
D ie Probenröhrchen w u r d e n m i t Klebebändern a n e inem quaderförmigen M e t a l l b l o c k befe-
stigt u n d i n den K r y o s t a t e n abgesenkt . D e r verwendete K r y o s t a t ( F a . L e y b o l d ) ließ sich i m 
B a d - oder Durchflußbetrieb n u t z e n . D i e T e m p e r a t u r r e g e l u n g erfolgte über einen Regelkreis 
durch Heizen u n d / o d e r durchströmendes kaltes H e l i u m g a s . Für T > 200 K w u r d e die T e m -
peratur m i t e inem Thermoe lement b e s t i m m t , das oberha lb der P r o b e befestigt w a r . Für T 
< 200 K erfolgte die T e m p e r a t u r m e s s u n g m i t e inem K o h l e - G l a s - W i d e r s t a n d , der v o n einer 
Kons tants t romque l l e (1 bis 100 /xA nach Herste l lervorschr i f t ) versorgt w u r d e . D i e G e n a u -
igkeit der T e m p e r a t u r m e s s u n g l a g be i ca . 0.3 K . D e r K r y o s t a t w a r i n einer Aufhängung 
befestigt, die eine motorgetr iebene Versch iebung i n dre i R a u m r i c h t u n g e n ermöglichte. 
D ie E m i s s i o n der P r o b e wurde d u r c h zwei L i n s e n i m passenden Öffnungsverhältnis 1:9 auf den 
Eingangsspal t eines l m - G i t t e r m o n o c h r o m a t o r s (Spex 1704, f - Z a h l : 9) abgebi ldet . Zwischen 
die beiden L i n s e n konnte z u Just ierzwecken ein F e r n r o h r gek lappt werden . I n V e r b i n d u n g 
m i t der verschiebbaren Kryostatenaufhängung u n d einer fernbedienbaren Fe invers te l lung des 
letzten Umlenkspiege ls w a r somit eine exakte A u s r i c h t u n g des Lasers t rah les au f die P r o b e 
u n d der E m i s s i o n a u f den M o n o c h r o m a t o r - E i n t r i t t s s p a l t möglich. 
Wegen der sehr geringen F luoreszenzquantenausbeute der P S - I - R e a k t i o n s z e n t r e n wurde e in 
Te i l der Messungen m i t e inem lichtstärkeren 32 c m - M o n o c h r o m a t o r ( J o b i n - Y v o n H R 320, 
f - Z a h l : 4,5) durchgeführt. 
Die D e t e k t i o n erfolgte m i t e inem G a A s - P h o t o m u l t i p l i e r ( H a m a m a t s u R 9 4 3 - 0 2 ) , der m i t 1600 
V K a t h o d e n s p a n n u n g i m Photonenzählmodus be t r i eben w u r d e . D u r c h eine Peltierkühlung 
konnte die Dunke l ra te auf ca . 20 bis 50 I m p u l s e / s gesenkt werden . E i n K a n t e n f i l t e r (Schot t , 
O G 570/2 .0) zwischen den beiden L i n s e n des A b b i l d u n g s s y s t e m e s schützte den P h o t o m u l -
t ipher vor Streul i cht v o m Laser . A n dieser Stehe erfolgte auch die für M e s s u n g e n m i t dem 
Z e i t - A m p h t u d e n - K o n v e r t e r gegebenenfalls notwendige Abschwächung des Emiss ions l i chtes 
durch Grau f i l t e r (siehe auch K a p . 4.4.1). 
4.3 Datenerfassung bei Messungen im ps—Bereich 
Diese Apparatur diente zur Untersuchung des Zeitbereiches von 100 ns bis einige ms nach 
der Laseranregung. Aufgrund ihres einfachen Aufbaus wurde sie aber auch bei den ps-
Experimenten zu Kontrollmessungen und für Ubersichtsspektren benutzt. 
Kernstück dieses A u f b a u s ist e in 64 - Kanal-Zähler ( E i g e n b a u F . S . H e i m e r l ( F . S . H e i m e r l , 
1977)) m i t einer i n mehreren Stufen var i i e rbaren K a n a l b r e i t e v o n 100 ns bis 100 m s . I n diesen 
wurden die P h o t o m u l t i p h e r s i g n a l e eingelesen. 
Die Steuerung einer M e s s u n g u n d das S ichern der Meßdaten erfolgt d u r c h einen O l i v e t t i M 2 8 
Rechner m i t e inem Meßprogramm, das dankenswerterweise von F . Wünsch übernommen 
werden konnte ( F . Wünsch , 1987). 
A n h a n d v o n A b b . 4.5 werden i m folgenden die Abläufe b e i m Messen einer K u r v e n s c h a r I (A,t ) 
dargestel l t . 
Photomufflplier 
Dtskr. 
P G 2 
64 - K a n d - Zahler 
PG1 
Comac 
Laser 
_ 3 T 
Computer 
Master-dock 
A b b . 4.5: Zeitaufgelöste Spektroskopie i m / i s - B e r e i c h : Datener fassung 
u n d S i cherung 
1. D i e gewünschte Detektionswellenlänge w i r d über einen C A M A C - S c h r i t t m o t o r t r e i b e r 
(Joerger S M C - L ) eingesteht. 
2. D e r 64-Kanal -Zähler w i r d vorbere i tet . D i e K a n a l b r e i t e ( m i n . 100 ns) u n d die W i e d e r -
ho l rate für die M e s s u n g be i einer Wellenlänge müssen vorgegeben werden . Be ide s ind 
i n mehreren Stufen unabhängig voneinander wählbar. 
E i n Pulsgenerator ( H P 8 0 1 3 A ) , der auf die gewünschte L a s e r - R e p e t i t i o n s r a t e eingestellt 
i s t , fungiert als M a s t e r c l o c k . E r startet zwei weitere Pu lsgeneratoren ( P G 1: H P 8 0 1 3 A , 
P G 2: H P 8013B) 
4. P G 1 s tar te t den 64-Kanal -Zähler . D i e Signale des P h o t o m u l t i p l i e r s werden n u n zeit -
aufgelöst i n den Kanälen des Zählers reg istr iert . 
5. P G 2 gibt zeitverzögert das Tr iggers igna l für den C a v i t y - D u m p e r . D i e Verzögerung 
entsprach i n der Rege l 5 Zeitkanälen des Zählers. D a d u r c h ist die E r f a s s u n g der D u n -
kelrate bei jeder M e s s u n g möglich. D i e A n s t e u e r u n g des C a v i t y - D u m p e r s m i t e inem 
e x t r a Pulsgenerator ermöglichte es, die P u l s b r e i t e separat e inzustehen . 
6. I m 64-Kanal -Zähler w i r d n u n der zeit l iche V e r l a u f der E m i s s i o n au fgenommen . 
7. D i e Schr i t t e 3 bis 6 werden wiederho l t , bis die a m Zähler eingestellte A n z a h l der M e s -
sungen erreicht i s t . D e r Inhalt der 64 Kanäle w i r d ausgelesen u n d i m Rechner abgelegt. 
8. Dieser A b l a u f wiederholt s i ch , bis der i m Meßprogramm vorgegebene Wellenlängenbe-
reich durchfahren i s t . 
D i e so erhaltene K u r v e n s c h a r I (A , t ) konnte a n e inem zwei ten Rechner ( O h v e t t i M 2 8 ) ausge-
wertet werden ( A u s w e r t p r o g r a m m : F . Wünsch , 1987). 
4.4 Signalerfassung im ps-Bereich 
Für zeitaufgelöste Spektroskopie im ps-Bereich läßt sich der in Abschnitt 3.3 beschriebene 
Aufbau nicht verwenden, da die derzeit erreichbaren minimalen Kanalbreiten für Vielka-
nalzähler in der Größenordnung von 10 bis 100 ns liegen. Unterhalb dieses Zeitbereiches 
kommen üblicherweise zwei Methoden zum Einsatz: Streak-Kamera oder Zeit-Amplituden-
Konversion. Die Benutzung einer Streak-Kamera empfiehlt sich vor allem bei großen Fluo-
reszenzintensitäten. Voruntersuchungen zeigten jedoch, daß dies bei den hier untersuchten 
Proben nicht gegeben ist. Daher wurde der Meßaufbau mit einem Zeit-Amplituden-Konverter 
realisiert (A.E.W. Knight et al., 1973; G. Rojas et al., 1987). Im folgenden werden die 
wichtigsten Komponenten erläutert. 
4.4.1 Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r s i o n u n d H i s t o g r a m m i e r u n g 
Für die Wahrsche in l i chke i t , ein F luoreszenzphoton z u r Ze i t t z u reg is t r ieren , g i l t : 
W ( t ) ~ I ( t ) 
W ( t ) : Wahrsche in l i chke i t für die D e t e k t i o n eines F l u o -
reszenzphotons z u r Zeit t 
I ( t ) : Intensität der F luoreszenzemiss ion zur Ze i t t 
Dieser Z u s a m m e n h a n g w i r d be i e inem Meßaufbau m i t e inem Z e i t - A m p h t u d e n - K o n v e r t e r 
(engl . : T i m e - t o - A m p l i t u d e - C o n v e r t e r , T A C ) ausgenützt. A n h a n d v o n A b b . 4.6 so l l dies 
erläutert werden . 
M i t e inem T A C w i r d die Zeit gemessen, die nach e inem Laserpu ls vergeht , bis das erste 
F l u o r e s z e n z p h o t o n a m P h o t o m u l t i p h e r e intr i f f t . Über eine schnelle P h o t o d i o d e (s. A b b . 4.4) 
w i r d be i j edem Laserpuls eine S p a n n u n g s r a m p e gestartet . D e r P h o t o m u l t i p h e r l iefert das 
L a s e r p u l s R u o r e s z e n z p h o t o n 
U ( t ) 
i S t a r t s t o p 
u 
m 
t 
a n a l o g e r 
W e r t 
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wandler 
Zelt-Amplituden-Konverter d i g i t a l e r 
W e r t 
K a n a l n u m m e r Pulshöhen-
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Vlelkanalzähler 
A b b . 4.6: Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r s i o n u n d H i s t o g r a m m i e r u n g 
Stops igna l , s oba ld das erste F l u o r e s z e n z p h o t o n detekt iert w i r d . D e r erreichte Spannungswert 
ist p r o p o r t i o n a l z u verstr ichenen Z e i t . E r w i r d d ig i ta l is iert u n d i n e inem Pulshöhenanalysator 
( P H A ) e inem b e s t i m m t e n K a n a l eines Vielkanalzähler zugewiesen. D e r W e r t dieses K a n a l s 
w i r d u m eins erhöht. A n e inem Be i sp i e l so l l der V o r g a n g verdeut l i cht werden: 
A m T A C w i r d als Beobachtungsze i t 50 ns eingesteht. D i e interne Spannungsrampe beträgt i m 
M a x i m u m 8 V . Diese 8 V entsprechen der G e s a m t z a h l v o n 1024 Kanälen i m Vielkanalzähler, 
d .h . die K a n a l b r e i t e beträgt 48.8 ps . W i r d be i e inem E x p e r i m e n t die Spannungsrampe nach 
25 ns gestoppt , beträgt i h r W e r t 4 V . Dies entspr icht dem K a n a l 512 i m Vielkanalzähler, 
dessen W e r t u m 1 erhöht w i r d . 
N a c h viel facher W i e d e r h o l u n g erhält m a n ein H i s t o g r a m m über die Häufigkeit, das erste 
F luoreszenzphoton i n e inem b e s t i m m t e n Ze i tabschn i t t z u detekt ieren . Diese Häufigkeit ist 
d i rekt p r o p o r t i o n a l z u r W a h r s c h e i n l i c h k e i t , e in F luoreszenzphoton zu registr ieren. D a m i t 
g ibt das H i s t o g r a m m nach obiger Bez i ehung die gesuchte A b k h n g k u r v e wieder. 
D a b e i m T A C - V e r f a h r e n nur i m m e r das erste F luoreszenzphoton registr iert w i r d , würden 
hohe Emissionsintensitäten, d .h . das A u f t r e t e n von zwei oder mehr F luoreszenzphotonen 
pro Laserschuß, z u einer Überbetonung k u r z e r A b k l i n g z e i t e n führen ( P i l e - u p - E f f e k t ) . U m 
dies z u vermeiden , wurde die Emissionsintensität durch G r a u f i l t e r (Schott Neutralgläser) i m 
Bedar fs fa l l soweit abgeschwächt, bis m a x i m a l ein P h o t o n au f 50 Laserpulse registr iert wurde . 
4.4 .2 C o n s t a n t - F r a c t i o n - D i s c r i m i n a t o r 
Für S p e k t r o s k o p i e i m p s - B e r e i c h f inden D i s k r i m i n a t o r e n m i t fest vorgegebener Tr igger -
schwelle ( L e a d i n g - E d g e - D i s k r i m i m a t o r e n ) keine V e r w e n d u n g . W i e A b b . 4 .7a ze igt , würde 
eine kons tante Triggerschwel le be i unterschiedl ich hohen P h o t o m u l t i p h e r p u l s e n z u einer ze i t -
hchen U n g e n a u i g k e i t führen, d a der kleinere P u l s später registr iert w i r d . Dieser Zeit fehler 
hegt für P h o t o m u l t i p h e r i n der Größenordnung von 0.5 bis 1 ns . 
A b b . 4.7: L e a d i n g - E d g e - D i s k r i m i n a t o r (a) u n d C o n s t a n t - F r a c t i o n -
V e r f a h r e n ( b - d ) 
D u r c h e inen C o n s t a n t - F r a c t i o n - D i s k r i m i n a t o r k a n n dieser Fehler au f < 100 ps reduziert wer-
den . B e i d iesem V e r f a h r e n w i r d n i cht a u f eine absolute Höhe der ansteigenden Pu ls f lanke 
ge tr igger t , s o n d e r n a u f eine bes t immte re lat ive Höhe. D i e Abbüdungen 4 .7 (b -d ) v e r d e u t l i -
chen den A b l a u f a m Be i sp i e l zweier P u l s e . 
D e r a n k o m m e n d e P h o t o m u l t i p h e r p u l s w i r d i n zwei Kanäle aufgetei l t . I m K a n a l 1 ( A b b . 4.7b) 
w i r d das S i g n a l u m einen festen F a k t o r abgeschwächt u n d inver t i e r t , i m K a n a l 2 ( A b b . 4.7c) 
u m die Ze i t A t verzögert. D i e Ze i t A t w i r d extern d u r c h den Anschluß eines Verzögerungs-
kabels vorgegeben. Sie r ichtet s ich nach dem verwendeten D e t e k t o r t y p . D i e be iden Kanäle 
werden add ier t u n d der N u l l d u r c h g a n g liefert den Tr iggerze i tpunkt ( A b b . 4.7d) . Für die 
Näherung eines l inearen Anst i egs des betrachteten Signals ist dieser N u l l p u n k t unabhängig 
von der Amplitudenhöhe. B e i P h o t o m u l t i p l i e r p u l s e n ist diese Näherung vor a l l em i m B e r e i c h 
10% bis 9 0 % der m a x i m a l e n Höhe gut erfüllt. 
4.4.3 M e ß a u f b a u 
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A b b . 4.8: Zeitaufgelöste Spektroskopie i m p s - B e r e i c h : Datener fassung 
• . u n d S i cherung 
A b b . 4.8 zeigt den für d ie M e s s u n g e n der A b k l i n g k u r v e n i n dieser A r b e i t benutz ten A u f b a u . 
D a s S t a r t s i g n a l für den T A C w u r d e v o n einer schnellen P h o t o d i o d e (s. A b b . 4.4) übernom-
m e n . D e r für diese Zwecke eigentl ich vorgesehene Triggerausgang des C a v i t y - D u m p e r s ( T T L -
Signal ) w a r m i t einer z u großen ze i thchen Ungenauigkei t behaftet (At ~ 2ns). D a s S i g n a l 
wurde verstärkt (Verstärker: E i g e n b a u E l e k t r o n i k w e r k s t a t t U n i Regensburg , 1.2 G H z , 20 d B ) 
u n d z u m C o n s t a n t - F r a c t i o n - D i s c r i m i n a t o r ( C a n b e r r a , M o d e l l 1326D) geleitet. I n analoger 
Weise w u r d e m i t dem P h o t o m u l t i p h e r s i g n a l verfahren (Verstärker: C o m l i n e a r C o r p o r a t i o n , 
C L C 100, 500 M H z , 20 d B ; C o n s t a n t - F r a c t i o n - D i s c r i m i n a t o r : C a n b e r r a , M o d e l l 2128) . D i e 
Verzögerungszeit wurde au f ca . 1.2 ns eingesteht. 
D e r a m Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r t e r (Nuc lear Enterpr ises L t d . , M o d e l l N E 4 6 7 0 ) gewählte 
Konver t i e rungsbere i ch b e t r u g 0 bis 50 ns , d .h i n dieser Zeit erreichte die S p a n n u n g s r a m p e 
ihren M a x i m a l w e r t . 
A D C , Pulshöhenanalysator u n d Vielkanalzähler waren i n e in Gerät integr iert ( N o r t h e r n 
Scienti f ic Inc . , M o d e l l E c o n I I ) . D e r A D C arbeitete mi t einer Auflösung von 10 B i t . D e r 
Meßbereich v o n 50 ns entsprach d a m i t 1024 Kanälen bei einer K a n a l b r e i t e von jeweils 48.8 
ps. D i e gewünschte Meßzeit konnte d irekt a m Gerät eingesteht werden. E i n eingebauter 
M o n i t o r er laubte es, das entstehende H i s t o g r a m m während der M e s s u n g zu beobachten. M i t 
e inem Doppelzähler wurde z u d e m vor B e g i n n jeder M e s s u n g das Verhältnis der S t a r t - u n d 
S t o p i m p u l s e überprüft, u m P i l e - u p - E f f e k t e z u vermeiden. 
E i n v o n P . O b e r m e i e r ( P . Obermeier , 1990) entwickeltes Meßprogramm speicherte das H i s t o -
g r a m m nach B e e n d i g u n g der M e s s u n g i m Rechner ab . 
4 .4 .4 A u s w e r t u n g d e r A b k l i n g k u r v e n 
Z u r V e r a n s c h a u l i c h u n g zeigt A b b . 4.9 den m i t der oben beschriebenen A p p a r a t u r detekt ier ten 
A n r e g u n g s p u l s u n d eine typische A b k l i n g k u r v e einer P S I -Probe . Be ide K u r v e n w u r d e n auf 
gleiche Höhe n o r m i e r t . 
Anregungspuls (wie gemessen) 
A b b . 4.9: Anregungspu l s u n d Fluoreszenzabkl ingen einer P S I - P r o b e 
(\ d e t = 700 n m , T = 115 K ) i m Vergle ich 
D i e A u s w e r t u n g der erhal tenen A b k l i n g k u r v e n erfolgte i n der Rege l d u r c h die B e r e c h n u n g v o n 
A b k h n g z e i t e n . B e i den Messungen a n P S I wurde zusätzlich noch eine weitere F o r m der A u s -
w e r t u n g herangezogen: die dre id imensionale Dars te l lung einer ganzen A b k l i n g k u r v e n s c h a r 
( I ( t ,A ) ) . D a m i t k o n n t e n zeitaufgelöste Spekt ren ermit te l t werden . 
B e i der B e s t i m m u n g der charakter is t i schen A b k h n g z e i t e n ist z u berücksichtigen, daß weder 
der Laserpu ls n o c h die Geräteantwortfunktion i m mathemat i s chen S inne eine D e l t a f u n k t i o n 
darste l len . D i e M e s s k u r v e m(t ) ist d a m i t die F a l t u n g der A p p a r a t e f u n k t i o n g( t ) m i t der 
tatsächhchen F l u o r e s z e n z a b k l i n g f u n k t i o n f ( t ) ( P . A . J a n s s o n , 1984): 
m(t) = J g(t-?)f(t)dt' (4.9) 
Nähere A u s s a g e n über f ( t ) lassen s ich n u r erha l ten , wenn diesem U m s t a n d i m A u s w e r t e -
p r o g r a m m ( P . O b e r m e i e r , 1990) R e c h n u n g getragen w i r d . U m den erheb l i chen A u f w a n d , 
den eine numer ische E n t f a l t u n g der Meßkurve bedeutet , zu vermeiden , w u r d e die F a l t u n g i n 
der F i t f u n k t i o n berücksichtigt (reference convo lut ion m e t h o d ) . A l s gut geeignete F i t f u n k t i o n 
LWv.-Bfcöottvt* j 
Regensburg j 
b ( t ) erwies s ich die F a l t u n g einer Gaußfunktion als m i t einer S u m m e aus mehreren E x p o n e n -
t i a l f u n k t i o n e n , wobe i die Gaußfunktion für die Geräteantwortfunktion steht. 
6(t) = / e i p ( - / n 2 ( ^ - ^ - ) 2 ) A , e x p ( - - ) d r ' + Konst. (4.10) 
J ^t . = i Ti 
A t : Ha lbwertsbre i te der Gaußfunktion 
n : A n z a h l der E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n 
A ; : A m p l i t u d e n der E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n 
t j : A b k h n g z e i t e n (auf 1/e) der E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n 
K o n s t . : K o n s t a n t e für Rauschuntergrund 
Vorversuche ergaben für A t e inen W e r t von ca . 350 ps (siehe auch A b b . 4.9). M i t d e m F i t p r o -
g r a m m k o n n t e n d a m i t die A m p h t u d e n u n d A b k h n g z e i t e n der e inzelnen Fluoreszenzprozesse 
b e s t i m m t werden. D i e exakte Berechnung der A , u n d ty erfolgte m i t e inem numer ischen 
l e a s t - s q u a r e - f i t - P r o g r a m m . 
W i e bereits i n K a p . 2 bereits erwähnt, ist die A u s w e r t u n g von zeit aufgelösten F luoreszenz -
exper imenten d u r c h eine B e s t i m m u n g v o n A b k l i n g k o n s t a n t e n nur s i n n v o l l , w e n n diese e in -
deut ig b e s t i m m t e n Vorgängen i m Untersuchungsob jekt zugeordnet werden können. Diese 
Z u o r d n u n g ist j edoch gerade be i biologischen Systemen m i t großen Uns i cherhe i ten behaftet : 
a) B e i i n vivo E x p e r i m e n t e n ist die A n z a h l der i n der P r o b e ablaufenden Prozesse sehr groß 
(s. A b s c h n i t t e 2.2 bis 2.4). Einschränkungen durch experimentel le R a n d b e d i n g u n g e n ( z . B . 
T e m p e r a t u r e r n i e d r i g u n g ) , wie i n der P h y s i k üblich, können be i biologischen S y s t e m e n nur 
sehr begrenzt angewandt werden, d a sie i n den meisten Fällen z u nicht r eproduz ie rbaren 
Veränderungen der P r o b e führen. 
b ) D i e unter a) beschriebenen Schwier igkei ten lassen s ich umgehen , wenn speziel le Präpara-
t ionen b e n u t z t werden , be i denen m a n die Zusammensetzung kennt (in vitro E x p e r i m e n t e ) . 
D a b e i m P h o t o s y s t e m I n u r au f i n d i r e k t e m Wege gewonnene S t r u k t u r - u n d F u n k t i o n s d a t e n 
vorhegen (s. K a p . 2.4) , i s t eine Z u o r d n u n g A b k l i n g z e i t - Prozeß i m P S I i m m e r m i t einer 
gewissen Uns i cherhe i t behaftet . 
A u s diesen Gründen w u r d e n bei verschiedenen E x p e r i m e n t e n au f der G r u n d l a g e der gemes-
senen A b k h n g k u r v e n zeitaufgelöste Spektren ermi t te l t , u m auch spektrale I n f o r m a t i o n e n für 
die A u s w e r t u n g heranziehen zu können. 
Kapitel 5 
Fluoreszenzspektroskopie an 
intakten Systemen 
Der Begriff 'intakte Systeme' soll darauf hinweisen, daß in diesem Kapitel die Ergebnisse von 
Experimenten vorgestellt werden, bei denen die Proben über einen vollständigen Photosynthe-
seapparat verfügten. Untersuchungsobjekte waren das Cyanobakterium A n a b a e n a var iab i l i s , 
die Grünalge C h l o r e l l a vu lgar i s und Spinatchloroplasten. Zielsetzung war dabei die Untersu-
chung des Anregungs- und Ladungstransfers in einem ungestörten, d.h. möglichst naturnahen 
System. Außerdem sollte geklärt werden, in welchem Umfang das PS I in intakten Systemen 
zur Gesamtfluoreszenz beiträgt. 
Die Auswertung zeigte jedoch, daß eine vollständige Interpretation der Ergebnisse nur möglich 
ist, wenn die Unterschiede im Aufbau der Antennensysteme von Algen und Cyanobakterien 
in die Diskussion miteinbezogen werden. Daraus ergibt sich die Aufteilung dieses Kapitels 
in zwei große Abschnitte: in einem ersten Teil werden die Experimente an A . var iab i l i s 
vorgestellt und interpretiert, während im zweiten Teil die an C . vulgar is und Chloroplasten 
gewonnenen Ergebnisse behandelt werden, da die Cyanobakterien einen im Antennenaufbau 
abweichenden Photosyntheseapparat besitzen. 
5.1 Anabaena variabilis (Cyanobakterien) 
5.1.1 F l u o r e s z e n z s p e k t r e n 
U n t e r s u c h u n g e n i m /*s-Zeitbereich (siehe exp . A u f b a u ) ergaben, daß nach A n r e g u n g m i t 
e inem 200 ps L a s e r p u l s über 90 % der Fluoreszenzintensität innerha lb eines Zei tkanales der 
h ie rbe i verwendeten A p p a r a t u r (100 ns) a b k l i n g t . I n den der A n r e g u n g fo lgenden Zeitkanälen 
konnte n u r e in sehr schwaches u n d s tat i s t i s ch gleichverteiltes S igna l i n der Größenordnung 
v o n 0 bis 5 c o u n t s / K a n a l reg is tr ier t werden . E s handel t sich dabei u m ein R a u s c h s i g n a l des 
P h o t o m u l t i p l i e r s , das i n der A u s w e r t u n g nicht berücksichtigt w i r d . 
D i e fo lgenden S p e k t r e n geben daher das F luoreszenzs ignal i m Zeitbereich 0 bis 100 ns n a c h 
der A n r e g u n g wieder . In den B i l d u n t e r s c h r i f t e n ist durch die A n g a b e ' A t = 100 ns ' d a r a u f 
h ingewiesen . D i e S p e k t r e n w e r d e n , soweit nichts anderes vermerkt i s t , i n i h r e n reellen In ten -
sitätsverhältnissen abgebi ldet . 
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A b b . 5.1: F luoreszenzspektrum von A. variabilis a) bei R a u m t e m p e r a -
t u r , b ) bei 249 K , c) bei R a u m t e m p e r a t u r u n d Zugabe v o n D C M U ; 
A t = 100 ns (Spektren auf gleiche Höhe normier t ) 
B e i R a u m t e m p e r a t u r weist das F luoreszenzspektrum von A. variabilis ( A b b . 5.1a) e in H a u p t -
m a x i m u m be i 683 n m u n d ein N e b e n m a x i m u m bei e twa 660 n m auf. C h a r a k t e r i s t i s c h für 
die A n a b a e n a p r o b e n ist außerdem der i m Vergle ich zu C h l o r e l l a - oder C h l o r o p l a s t e n p r o b e n 
(vg l . K a p . 5.2) sehr hohe Intensitätsanteil i m Bere ich 700 bis 760 n m . 
Das N e b e n m a x i m u m bei ca . 660 n m konnte nur bei den A n a b a e n a p r o b e n beobachtet werden , 
nicht j edoch bei C h l o r e l l a - u n d Chlorop las tenproben . Für die Z u o r d n u n g dieser E m i s s i o n läßt 
sich d a m i t fo lgern, daß sie au f einen B e s t a n d t e i l der Photosys teme zurückzuführen i s t , der n u r 
b e i m C y a n o b a k t e r i u m a u f t r i t t . N a c h den i n K a p . 3 beschriebenen Unters ch i eden der P r o b e n 
hande l t es s i ch dabe i u m die P h y c o b i l i s o m e n , d a diese charakter i s t i s ch für C y a n o b a k t e r i e n 
s i n d . 
D u r c h Abkühlung a u f 249 K verändern sich die r e la t i ven Intensitäten der be iden M a x i m a (s. 
A b b . 5.1b)) . D i e 660 n m E m i s s i o n ist gegenüber der be i 683 n m verstärkt. 
E i n gegenteil iger Ef fekt stel lt sich bei Zugabe v o n D C M U ein ( A b b . 5.1c)). H i e r n i m m t die 
F luoreszenz be i 683 n m i m Verg le i ch z u r 660 n m - E m i s s i o n noch z u . 
B e i O r g a n i s m e n , die d u r c h zwei i n Re ihe agierende Photosys teme charakter is iert s i n d , trägt 
überwiegend n u r das P S I I zur F luoreszenz be i . Für den A n t e i l der p r o m p t e n Fluoreszenz 
v o n P S I a n der G e s a m t e m i s s i o n werden i n der L i t e r a t u r W e r t e zwischen 10 u n d 6 % a n -
gegeben (siehe K a p . 2.4.2). D i e eigenen M e s s u n g e n a n iso l ierten P S I -Reakt ionszentren (s. 
K a p . 6) ergaben darüberhinaus eine z u r P S I I -F luoreszenz analoge Intensitätsverteilung. E i n 
eventuel l auf tretender P S I - A n t e i l führt d a m i t n u r z u einer über alle Wellenlängen hinweg 
gleichmäßigen Erhöhung der Intensität. B e i der Größenordnung der hier d i skut i e r ten E f -
fekte k a n n dieser A n t e i l daher vernachlässigt werden , d .h . die i n den A b b i l d u n g e n 5.1a)-c) 
dargestel l ten Emissionverläufe müssen Vorgängen i m P S II u n d seinen A n t e n n e n zugeordnet 
werden . E i n e weitergehende I n t e r p r e t a t i o n , insbesondere die 683 n m - B a n d e betref fend, ist 
j edoch n u r a u f g r u n d der S p e k t r e n nicht möglich, d a i m betrachteten Zeitfenster (100 ns) 
p r i n z i p i e l l zwei M e c h a n i s m e n zur F luoreszenz i m P S I I be i t ragen können: 
a) p r o m p t e F luoreszenz aus A n t e n n e n 
b) Rekombinat ions f luoreszenz v o m P 680 (verzögerte Fluoreszenz) 
P r o m p t e u n d verzögerte F luoreszenz ze ichnen sich d u r c h unterschiedl iches zeitl iches V e r h a l -
ten aus (siehe d a z u K a p . 2.3). E i n e genauere A u s s a g e läßt s ich daher über die Verbesserung 
der Zeitauflösung be i den Messungen erreichen. A u s diesem G r u n d w u r d e n A b k l i n g k u r v e n 
m i t einer Zeitauflösung v o n A t = ± 75 ps be i verschiedenen Wellenlängen aufgenommen. D i e 
Ergebnisse werden i m folgenden A b s c h n i t t vorgeste l l t . 
5.1.2 A b k l i n g k u r v e n i m s u b - n s - Z e i t b e r e i c h 
Die A b k l i n g k u r v e n w u r d e n m i t der i n A b s c h n i t t 4.4 vorgeste l l ten A p p a r a t u r aufgenommen. 
D i e A u s w e r t u n g erfolgte , wie dor t beschr ieben , d u r c h das A n p a s s e n einer Re ferenz funkt ion 
an die gemessenen K u r v e n (reference convo lu t i on m e t h o d ) . D i e A n a l y s e der Messungen er-
brachte h ins i ch t l i ch der A u s w e r t u n g s m e t h o d i k folgende Ergebnisse : 
- D a s beobachtete F l u o r e s z e n z a b k l i n g e n ist n icht monoexponent i e l l , sondern mindestens b i -
exponent ie l l . 
- D i e V e r w e n d u n g v o n dre i oder v ier e - F u n k t i o n e n für die Referenzkurve , e in V e r f a h r e n , das 
von anderen A r b e i t s g r u p p e n häufig angewandt w i r d ( z . B . Hodges , M . u n d M o y a , L , 1986, 
oder H a e h n e l , W . , et a l . , 1983), führte z u keiner Verbesserung der Anpaßgenauigkeit. 
A u s diesen Gründen erfolgte die A n p a s s u n g an die Meßkurven m i t zwei e - F u n k t i o n e n . D i e 
endl iche B r e i t e des Anregungspulses w u r d e d u r c h die F a l t u n g der e -Funkt i onen m i t einer 
Gaußfunktion berücksichtigt. D i e Güte der A n p a s s u n g konnte m i t d e m x 2 - P a r a m e t e r u n d 
d e m Res iduenp lo t erfaßt werden . D i e W e r t e der x 2 - P a r a m e t e r s lagen be i den i n dieser A r b e i t 
vorgenommenen A n p a s s u n g e n be i < 1.2. Zusätzlich w u r d e au f eine symmetr i s che V e r t e i l u n g 
der Meßpunkte u m die Re ferenzkurve h e r u m geachtet . D a s numerische l e a s t square- f i t ' -
Ver fahren w u r d e abgebrochen , wenn sich be i zwei aufeinanderfolgenden Anpassungsschr i t t en 
der W e r t des x 2 - P a r a m e t e r s u m weniger als 1 % veränderte. A b b . 5.2 zeigt repräsentativ eine 
A b k l i n g k u r v e be i = 668 n m m i t der angepaßten Re ferenz funkt ion . 
Zeit/ns 
A b b . 5.2: F luoreszenzabkl ingen v o n A. variabilismit D C M U bei R a u m -
t e m p e r a t u r , A e m = 668 n m 
D i e erste e - F u n k t i o n beschreibt den schnellen A b f a l l der F luoreszenz u n m i t t e l b a r n a c h dem 
M a x i m u m , während die zweite a n den Bere i ch niedr iger Intensität angepaßt w u r d e . B e i a l len 
P r o b e n konnte z u d e m , wie bereits i m le tzten A b s c h n i t t beschr ieben, eine langanhal tende 
E m i s s i o n beobachtet werden (Ze i tbere ich t > 20 ns ) . Ihre Intensität l a g deut l i ch über der 
N u l l r a t e , war aber t r o t z d e m so ger ing (I ~ 2 - 5 s _ 1 ) , daß eine exp l i z i t e A n p a s s u n g nicht 
möghch w a r . 
D i e zwei e -Funkt i onen werden durch ihre jeweihgen A b k h n g z e i t e n ( r i u n d r 2 ) u n d ihre r e l a t i -
ven A m p h t u d e n (Ax u n d A 2 ) charakter is ier t . D i e be iden A b k h n g z e i t e n konnten m i t folgender 
Genauigke i t b e s t i m m t werden: A r j = ± 75 ps ; A r 2 = ± 0.5 ns. 
D ie weitere D iskuss i on stützt sich vornehml i ch au f die Veränderungen der A b k h n g z e i t e n . 
A u f g r u n d v o n Schwankungen der Laserintensität, die s ich auch d u r c h genaue J u s t i e r u n g der 
entsprechenden Spiegel nicht beseitigen heßen, s ind die A b s o l u t w e r t e der A m p h t u d e n i n der 
Rege l n icht vergleichbar. Für die A u s w e r t u n g werden daher , soweit n o t w e n d i g , n u r die In -
tensitätsverhältnisse ( z . B . A 2 / A i ) herangezogen. 
A b b . 5.3 zeigt T\ bei 295 K . Sie hegt bei P r o b e n ohne weitere Zusätze für alle gemessenen 
Wellenlängen bei ca . 700 ps. D i e Zugabe von N a t r i u m d i t h i o n i t ( R e d u k t i o n s m i t t e l ) verändert 
diese Zeit n i cht . E r s t D C M U b e w i r k t eine Verlängerung a u f W e r t e von 1.4 ns (bei 650 n m ) , 
b z w . 1.0 bis 1.1 ns bei den übrigen Wellenlängen. 
B e i 258 K ergibt sich ein von der Tendenz her ähnliches V e r h a l t e n ( A b b . 5.4). D i e P r o b e 
ohne Zusätze u n d die N a t r i u m d i t h i o n i t - P r o b e zeigen keinen U n t e r s c h i e d i n der A b k l i n g z e i t . 
D i e W e r t e vari ieren zwischen 1.1 u n d 1.3 ns. U m e t w a 300 ps darüber hegen die W e r t e der 
P r o b e m i t D C M U . 
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A b b . 5.3: A b k l i n g z e i t T\ v o n A. variabilis be i verschiedenen W e l -
lenlängen u n d Redoxzuständen, T = 295 K ( A t j = ± 75 ps) 
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A b b . 5.4: A b k l i n g z e i t TI v o n A. variabilis be i verschiedenen W e l -
lenlängen u n d Redoxzuständen, T = 258 K ( A r j = ± 75 ps) 
Die W e r t e von r 2 s ind wegen der großen S t r e u u n g der A b k l i n g k u r v e n i n diesem Ze i tbere ich (s. 
A b b . 5.2) m i t e inem Fehler von A r 2 = ± 0.5 ns behaftet . D a i m R a h m e n der Fehlergenauigkeit 
bei keiner der i n dieser A r b e i t d i s k u t i e r t e n Messungen signif ikante Veränderungen v o n r 2 m i t 
der Weilenlänge erkennbar s i n d , werden die W e r t e n u r tabe l lar i s ch angegeben. Sie s i n d i n 
Tabel le 5.1 aufgelistet. 
A / n m 
r 2 / n s ( T = 295 K ) r 2 / n s ( T = 258 K ) 
o. Z u s . m i t N a D m i t D C M U o. Zus . m i t N a D m i t D C M U 
650 2.7 3.0 3.3 - 3.4 3.9 
686 2.7 4.6 2.9 2.9 3.6 3.9 
710 2.4 3.2 2.9 2.7 3.6 3.9 
725 2.6 3.7 2.9 2.8 3.2 3.5 
Tabel le 5.1: A b k l i n g z e i t r 2 von A. variabilis be i verschiedenen W e l -
lenlängen, Redoxzuständen u n d zwei T e m p e r a t u r e n ( A r 2 = ± 0.5 ns) 
(o. Zus . : ohne Zusätze; N a D : N a t r i u m d i t h i o n i t ) 
D i e Wer te von r 2 weisen eine sehr große S t r e u u n g auf. E i n e d i rekte K o r r e l a t i o n m i t den 
Versuchsbedingungen ( T e m p e r a t u r , R e d o x z u s t a n d ) ist dabe i n i cht z u erkennen. I m M i t t e l 
hegt r 2 zwischen 3 u n d 4 ns . 
5.1.3 D i s k u s s i o n 
W i e bereits oben erwähnt s ind die hier z u beobachtenden Abkhngvorgänge auf Prozesse i m 
P S II zurückzuführen. Z u r K o n t r o h e w u r d e n j edoch zusätzhch M e s s u n g e n v o r g e n o m m e n , be i 
denen der primäre D o n o r i m P S I, P 700, d u r c h K a h u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) ox id ier t w u r d e . 
D ie Untersuchungen an P S I -Reakt i onszent ren (s. K a p . 6) belegen, daß P 7 0 0 + die F l u o r e s -
zenz effizienter quencht als der reduzierte primäre D o n o r . I m Fal le eines s igni f ikanten An te i l e s 
von P S I -Fluoreszenz an der Gesamtintensität wäre daher eine R e d u z i e r u n g der Intensität 
z u e rwarten . Diese konnte i m E x p e r i m e n t nicht beobachtet werden , d . h . Einflüsse v o m P S I 
s ind für diese Untersuchungen auszuschließen. 
Die charakter ist ische Ze i t für die erste , d . h . schnellste R e k o m b i n a t i o n s r e a k t i o n i m P S II 
( P 6 8 0 + P h a e o - - » P 680* Phaeo ) w i r d i n der L i t e r a t u r m i t 25-40 ns angegeben ( G . Renger , 
1992). D i e hier gemessenen A b k h n g z e i t e n , sowohl T i als auch r 2 , hegen d e u t h c h u n t e r d iesem 
W e r t , d .h . die E m i s s i o n s s p e k t r e n i n A b b . 5.1 geben die p r o m p t e F luoreszenz nach e inem 
Anregungspu ls wieder . 
D i e A b k l i n g z e i t t i be i unbeeinflußter P r o b e beträgt i m M i t t e l ca . 700 ps ( A b b . 5.3). Sie 
hegt d a m i t i n derselben Größenordnung wie der v o n W . L e i b i et a l . (1989) an M e m b r a n f r a g -
menten ermit te l te W e r t von 150-200 ps für den Anregungse in fang . Berücksichtigt m a n die 
unterschiedl ichen Antennengrößen i n den be iden Untersuchungen (hier : ca . 500 C h i a / P 680; 
W . L e i b i et a l . : 80-100 C h i a / P 6 8 0 ) , so ergibt s ich be i den P r o b e n ohne Zusätze folgende 
Z u o r d n u n g : der hier e rmi t te l te W e r t v o n T\ ist bei aufnahmebere i ten (offenen) P S I I -Zentren 
die charakter ist ische Zeit für den Transfer einer A n r e g u n g i n n e r h a l b der A n t e n n e bis z u m 
E i n f a n g an P 680. 
Der W e r t steht i n sehr guter Übereinstimmung m i t Messungen v o n D . Fogue l et a l . (1992), 
die für die Fluoreszenzlebensdauer der m i t t l e r e n A b k l i n g k o m p o n e n t e be i A. variabilis eine l o -
rentzförmige Ver te i lung der charakter is t ischen Ze i ten m i t e inem M a x i m u m bei 703 ns fanden. 
D . Foguel et a l . interpret ier ten diese Lebensdauer ebenfalls als charakter i s t i s che Zeit für die 
Anregungswe i ter l e i tung . U m s icherzuste l len , daß der für T\ e r m i t t e l t e W e r t n icht d u r c h den 
Einfluß 'geschlossener' Photosynthesezentren (d .h . Zentren i m ox id i e r ten Z u s t a n d , P 6 8 0 + ) 
verlängert i s t , wurde zur K o n t r o l l e eine P r o b e m i t Ascorbinsäure, e inem R e d u k t i o n s m i t t e l , 
versetzt . D u r c h die Zugabe v o n Ascorbinsäure ist s ichergestel l t , daß vor j e d e m L a s e r b l i t z 
alle Photosynthesezentren i m 'offenen Z u s t a n d ' vorl iegen ( d . h . P 680) . Einflüsse von 'ge-
schlossenen' Zentren ( P 6 8 0 + ) , wie z . B . Transfer der A n r e g u n g z u benachbar ten 'offenen' 
Zentren ( lake -model , siehe K a p . 2.2), können d a d u r c h ausgeschaltet werden . A u c h bei diesen 
Messungen ergab sich keine Veränderung von Tgt d .h . die Ze i tdauer für den Transfer einer 
A n r e g u n g i n den A n t e n n e n von P S II bis z u m E i n f a n g e n a m primären D o n o r beträgt ca . 700 
ps. 
B e i den P r o b e n m i t D C M U liegt eine andere A u s g a n g s s i t u a t i o n vor . I n K a p . 2.3 w u r d e bereits 
beschrieben, daß D C M U den Ladungstrans fer v o n QA nach Q s u n t e r b r i c h t . B e i B e l i c h t u n g 
u n d nachfolgender L a d u n g s t r e n n u n g a m P 680 k a n n das E l e k t r o n n u r bis QA w a n d e r n . E s 
ble ibt dor t über mehrere Sekunden s t a b i l e ingefangen, d a die R e d u k t i o n v o n P 6 8 0 + dur ch 
den wasserspaltenden K o m p l e x eine R e k o m b i n a t i o n der L a d u n g e n v e r h i n d e r t . I m d u n k e l a d -
apt ier ten Z u s t a n d , d .h . der wasserspaltende K o m p l e x befindet s ich i m S o / S i - Z u s t a n d , erfolgt 
diese R e d u k t i o n innerhalb v o n 23 ns ( H . T . W i t t et a l . , 1986), während die R e k o m b i n a t i o n 
von her bei R a u m t e m p e r a t u r einige /xs er fordern würde. B e i d e m hier durchgeführten 
Fluoreszenzexper iment betrugen die W i e d e r h o l r a t e des Laser 41 k H z u n d die D a u e r für die 
M e s s u n g einer A b k l i n g k u r v e i m M i t t e l 50 m i n . D a m i t stel lt s ich t r o t z der geringen A n -
regungsintensität nach einer 'E inschwingphase ' v o n e inigen Sekunden P 680 P h a e o als 
A u s g a n g s z u s t a n d für das E x p e r i m e n t e in . F . J . E . van M i e g h e m et a l . (1989) reg is tr ier ten i n 
E S R - M e s s u n g e n ein A u s b l e i b e n des R e k o m b i n a t i o n s - T r i p l e t t s i g n a l e s v o m primären D o n o r , 
wenn QA i n reduzierter F o r m vor l iegt . Sie schließen daraus , daß die e lektrostat ische A b -
stoßung des E l e k t r o n s an die A u s b i l d u n g des Zustandes P 6 8 0 + P h a e o - b e h i n d e r t , 
d .h . eine L a d u n g s t r e n n u n g w i r d unterbunden . 
I m Fluoreszenzexper iment müßte sich dies durch eine Verlängerung der A b k l i n g z e i t bemerk-
bar m a c h e n , d a die L a d u n g s t r e n n u n g als photochemischer Quenchingprozeß wegfällt. W i e 
A b b . 5.3 zeigt , führt die Zugabe von D C M U z u einer Verlängerung v o n T\. D i e F luoreszenz 
w i r d i n diesem F a l l nur mehr d u r c h ' in terne ' Vorgänge ( z . B . W e c h s e l w i r k u n g e n der C h l -
Moleküle etc.) begrenzt . D i e hier vorgenommenen Untersuchungen unterstützen d a m i t die 
T h e o r i e , daß eine R e d u k t i o n v o n die L a d u n g s t r e n n u n g a m primären D o n o r v e r h i n d e r t . 
I m F l u o r e s z e n z s p e k t r u m äußert sich diese V e r h i n d e r u n g der L a d u n g s t r e n n u n g i n e inem A n -
stieg der E m i s s i o n bei 683 n m u n d i m Bere i ch 690 bis 740 n m ( A b b . 5.1c) gegenüber der 
P r o b e ohne Zusätze. D e r A n s t i e g ist auf die verstärkt einsetzende p r o m p t e F luoreszenz aus 
der K e r n a n t e n n e u n d von P 680* zurückzuführen. 
Die Fluoreszenz aus den P h y c o b i l i s o m e n ( A e m ~ 650 n m ) n i m m t nicht i m gleichen Ausmaß 
z u . Dies ist erklärbar durch die ihnen eigene ' f u n n e l ' - S t r u k t u r ( R . v a n G r o n d e l l e , 1985, siehe 
auch K a p . 2.2.2). Sie bewirkt eine schnelle A b l e i t u n g der Anregungsenerg ie h i n z u r zentra len 
A n t e n n e , i n der es aufgrund des fehlenden photochemischen Quenchens zu e inem A n s t i e g der 
Fluoreszenz i m Vergle ich zu P r o b e n ohne D C M U k o m m t . D a s F l u o r e s z e n z m a x i m u m ver-
schiebt sich dabei jedoch n icht . Für die interne S t r u k t u r der zentra len A n t e n n e muß daher 
eine ' r a n d o m l a t t i c e ' - A n o r d n u n g der P i g m e n t e angenommen werden. 
D i e R e d u k t i o n v o n Q x k a n n normalerweise auch über die Zugabe von N a t r i u m d i t h i o n i t er-
reicht werden . D a s R e d o x p o t e n t i a l v o n N a t r i u m d i t h i o n i t ist s tark pH-abhängig. B e i p H 
10.5 w i r d e in W e r t v o n -540 m V erreicht . Dieses P o t e n t i a l verändert sich bei s inkendem 
p H - W e r t m i t ca . 120 m V / p H - E i n h e i t i n R i c h t u n g pos i t iver Redoxpotent ia le . B e i den i n der 
Zehe herrschenden p H - W e r t e n k a n n aber QB t r o t z d e m reduziert werden ( E m ~ -50 m V ; L . 
S t r y e r , 1988). D a m i t w i r d e in z u r B l o c k i e r u n g m i t D C M U analoger Z u s t a n d erreicht . W i e 
A b b . 5.3 z u entnehmen i s t , ergibt s i ch hier j edoch keine Veränderung v o n r i gegenüber den 
P r o b e n ohne Z u s a t z . D a r a u s muß geschlossen werden , daß das R e d u k t i o n s m i t t e l nicht durch 
die Z e l l w a n d h i n d u r c h d i f fundieren konnte . D a h e r w u r d e dieser Versuch a n C h l o r o p l a s t e n 
wiederholt (s. K a p . 5.2.3). 
D ie Veränderung v o n T\ b e i den Messungen i m T e m p e r a t u r b e r e i c h u m 253 K deutet au f eine 
Störung des Anregungstrans fers zwischen den einzelnen K o m p o n e n t e n des Antennensystems 
h i n . Untersuchungen der M e m b r a n b e w e g l i c h k e i t m i t F l u o r e s z e n z m a r k e r n ergaben, daß bei 
Unterschre i ten eines T e m p e r a t u r o p t i m u m s eine ' laterale P h a s e n t r e n n u n g ' i n der M e m b r a n 
au f t r i t t ( W . B . T e r z a g h i et a l . , 1989). B e i der la tera len P h a s e n t r e n n u n g beg innen die M e m -
branhp ide z u 'gefr ieren ' u n d b i l d e n k le ine Domänen aus. D i e Bewegl i chke i t der M e m b r a n 
insgesamt w i r d eingeschränkt. D i e T e m p e r a t u r o p t i m a lagen für die v o n T e r z a g h i et a l . be-
schriebenen P f l a n z e n be i c a . 288 K . E i n e n ähnhchen W e r t konnte U . Klotzbücher (1991) für 
die Grünalge Chlamydomonas reinhardtii e r m i t t e l n . 
D a die P h y c o b i l i s o m e n als scheibchenförmige S t a p e l au f der Außenseite der T h y l a k o i d m e m -
b r a n s i t zen u n d nicht i n diese e ingebettet s i n d , b e w i r k t die i m E x p e r i m e n t durchgeführte 
T e m p e r a t u r e r n i e d r i g u n g eine beginnende Ablösung oder zumindes t eine schlechtere A n k o p -
pe lung der P h y c o b i l i s o m e n a n die K e r n a n t e n n e . Dieser Ef fekt w i r d i n seiner Tendenz d u r c h 
Untersuchungen v o n D . Fogue l et a l . (1992) bestätigt, die eine Ablösung u n d vollständige 
Dissoz ia t i on der P h y c o b i l i s o m e n d u r c h Abkühlen auf 253 K u n d e inem D r u c k v o n 2.4 k b a r 
induz ieren k o n n t e n . 
B e i einer v e r m i n d e r t e n A n k o p p l u n g a n die K e r n a n t e n n e w i r d die Anregungsenergie verstärkt 
als F luoreszenz abgegeben. I m F l u o r e s z e n z s p e k t r u m äußert s i ch dies i n einer Erhöhung des 
M a x i m u m s be i 650 n m ( A b b . 5.1b) . Außerdem führt der gestörte Anregungstrans fer z u einer 
Verlängerung der A b k l i n g z e i t rx ( A b b . 5.4). 
D ie A b k h n g z e i t t 2 beträgt be i den hier untersuchten P r o b e n zwischen 3 u n d 4 ns ( T a b . 5.1), 
wobei die re lat ive A m p h t u d e be i 4 - 8 % hegt , vergl ichen m i t der ersten A b k h n g k o m p o n e n t e . 
D ie große Schwankungsbre i te v o n r 2 ( A r 2 = ± 0.5 ns) ist bedingt d u r c h das starke Rauschen 
i m l e t z ten T e i l der A b k l i n g k u r v e . I n Übereinstimmung m i t L i t e r a t u r d a t e n k a n n r 2 d e m 
F luoreszenzabkhngen v o n A n t e n n n e n k o m p l e x e n zugeordnet werden , die keine A n b i n d u n g a n 
Reakt i onszent ren bes i tzen ( G . H . S c h a t z , A . R . H o l z w a r t h , 1986). 
B e i den P r o b e n m i t D C M U w i r d die L a d u n g s t r e n n u n g verh inder t . E s zeigt s ich aber weder 
i n der re la t iven A m p h t u d e A 2 , n o c h i n der A b k h n g z e i t r 2 e in U n t e r s c h i e d z u den anderen 
P r o b e n . D i e v o n V . V . K l i m o v (1984) vertretene T h e o r i e , daß es s ich be i der langlebigen 
E m i s s i o n u m verzögerte F luoreszenz h a n d e l t , k a n n d u r c h diese U n t e r s u c h u n g nicht bestätigt 
werden . 
Zusammengefaßt können folgende Ergebnisse festgehalten werden : 
• In vivo beträgt die Ze i tdauer für den E i n f a n g eines P h o t o n s , den Trans fe r der A n r e g u n g 
z u m primären D o n o r u n d die L a d u n g s t r e n n u n g ca . 700 ps (ti). 
• E i n F l u o r e s z e n z b e i t r a g v o n P h o t o s y s t e m I konnte nicht e r m i t t e l t werden . 
• D i e F luoreszenzexper imente bestätigen, daß eine R e d u k t i o n v o n QA die L a d u n g s t r e n -
n u n g a m primären D o n o r verh inder t . 
• B e i Abkühlung auf 253 K k o m m t es z u Veränderungen i n der T h y l a k o i d m e m b r a n , die 
den Anregungs t rans f e r beh indern . D i e A n k o p p l u n g der P h y c o b i l i s o m e n a n den K e r n -
bere i ch des P h o t o s y s t e m s LT ist n icht m e h r gewährleistet. D i e A b k l i n g z e i t T i vergrößert 
s ich d a d u r c h . 
• D i e lange A b k l i n g z e i t ( r 2 ~ 3.5 ns) ist nicht a u f Rekombinat ions f luoreszenz zurückzu-
führen, sondern entspricht ebenfalls , wie T\, p r o m p t e r F luoreszenz . 
5.2 Chlorella vulgaris und Chloroplasten 
5.2.1 F l u o r e s z e n z s p e k t r e n 
Chlorella vulgaris 
0j i i i i i i i i , i i i i i i ^ . 
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A b b . 5.5: F l u o r e s z e n z s p e k t r u m von C. vulgaris be i 295 K , A t = 100 ns 
I m U n t e r s c h i e d z u den be i A. variabilis gewonnenen F l u o r e s z e n z s p e k t r e n weist das v o n C. 
vulgaris n u r e in M a x i m u m bei 688 n m auf ( A b b . 5.5). D a s hier abgebi ldete S p e k t r u m gibt die 
i n e inem Z e i t r a u m von 100 ns nach der A n r e g u n g abgegebene F luoreszenz be i 295 K wieder . 
C h a r a k t e r i s t i s c h s ind dabei der steile A n s t i e g der E m i s s i o n ab ca . 660 n m , sowie a u f der 
langwel l igen Seite des M a x i m u m s ein P la teaubere i ch , der s ich bis ca . 740 n m ers treckt . 
A n a l o g z u den Ergebnissen be i A. variabilis konnte auch hier beobachtet werden , daß über 
90 % der Fluoreszenzintensität i m Z e i t r a u m von 100 ns nach der A n r e g u n g emit ier t w i r d . In 
den übrigen Zeitkanälen des 64-Kanal-Zählers (s. K a p . 4.3) wurde nur ein s p e k t r a l gleichmäßig 
vertei l tes S i g n a l reg i s t r i er t , dessen Intensität pro K a n a l be i ca . 0.1 % des M a x i m a l w e r t e s l a g . 
E i n e V a r i a t i o n der T e m p e r a t u r ergab keine spektra len Veränderungen. D ie Messungen w u r -
den i m T e m p e r a t u r b e r e i c h v o n 295 K bis 178 K durchgeführt. A b b . 5.6 zeigt exemplar i sch 
zwei S p e k t r e n be i 255 K u n d 178 K . Z u m Verg le i ch ist das R a u m t e m p e r a t u r s p e k t r u m m i t 
abgebi ldet . 
Wellenlänge/nm 
A b b . 5.6: F luoreszenzspektren v o n C. vulgaris be i 295 K , 255 K u n d 
178 K ( A t = 100 ns) 
Wellenlänge/nm 
A b b . 5.7: F luoreszenzspektren von C. vulgaris unbehande l t , m i t N a t r i -
u m d i t h i o n i t u n d m i t Ka l iumhexacyano fe r ra t ( I I I ) be i 295 K 
( A t = 100 ns) 
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A b b . 5.8: F luoreszenzspektren von C. vulgaris m i t u n d ohne D C M U , 
T = 295 K ( A t = 100 ns) 
D i e Z u g a b e v o n N a t r i u m d i t h i o n i t oder K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) führte ebenfalls z u keiner 
Veränderung des S p e k t r u m s , weder i n der Intensität noch i n der F o r m ( A b b . 5.7). N a t r i u m -
d i t h i o n i t ist e in starkes R e d u k t i o n s m i t t e l u n d beschleunigt die Rückreduktion des primären 
D o n o r s nach einer L a d u n g s t r e n n u n g , d .h . ein möglicher Einfluß von geschlossenen P h o t o s y -
s temen ( P 6 8 0 + ) w i r d verh inder t . 
K a h u m h e x a c y a n o f e r r a t ( H I ) w i r k t als O x i d a t i o n s m i t t e l nur auf P S I. E i n e eventueU auftre -
tende Rekombinat ions f luoreszenz v o n P S I k a n n daher ausgeschlossen werden. Außerdem 
w i r d zusätzlich die p r o m p t e F luoreszenz von P S I geschwächt, d a der oxidierte primäre D o -
nor , P 7 0 0 + , die F luoreszenz sehr effizient unterdrückt (siehe K a p . 6) . 
D a m i t ist s ichergestel l t , daß die hier gemessene E m i s s i o n nur auf Vorgänge i m P S II zurück-
zuführen i s t . 
E i n anderes E r g e b n i s erbrachte die B l o c k i e r u n g des Ladungstransfers m i t D C M U . Während 
sich an der F o r m des S p e k t r u m s nichts änderte, st ieg die Gesamtintensität e twa u m einen 
F a k t o r 5-6 a n . I n A b b . 5.8 ist dies d u r c h unterschiedl iche Achsenskal ierungen wiedergegeben. 
D i e rechte Intensitätsachse bezieht s ich au f die P r o b e ohne Zusätze, die l inke auf die D C M U -
P r o b e . 
C h l o r o p l a s t e n 
D a s zeitaufgelöste F l u o r e s z e n z s p e k t r u m v o n Sp inatch lorop las ten weist dieselben C h a r a k t e r i -
s t i k a au f wie das v o n C. vulgaris ( A b b . 5.9). E i n e m stehen A n s t i e g der Intensität ab 660 n m 
folgt e in einzelnes M a x i m u m bei 684 n m . I m langwel l igen Bere i ch (700 bis 750 n m ) ist e in 
P l a t e a u z u e rkennen , n a c h d e m die Intensität a u f den Ausgangswert abs inkt . D i e P r o b e n -
t e m p e r a t u r v o n 273 K w u r d e gewählt, we i l C h l o r o p l a s t e n be i dieser T e m p e r a t u r über einige 
S t u n d e n h inweg i n t a k t b l e i b e n . 
D i e Zugabe v o n O x i d a t i o n s - b z w . R e d u k t i o n s m i t t e l ( K a h u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) , N a t r i u m -
d i t h i o n i t ) b e w i r k t keine Veränderung der S p e k t r e n (s. A b b . 5.9). W i e bereits oben erläutert 
werden d a d u r c h Einflüsse v o m P S I . b z w v o n geschlossenen P S I I -Zentren v e r h i n d e r t . 
D i e U n t e r b r e c h u n g des Ladungstrans fers a m P S II d u r c h D C M U erbrachte a n C h l o r o p l a s t e n 
bei p H 7.8 keine Änderung des S p e k t r u m s ( A b b . 5.10). W i e eingehende U n t e r s u c h u n g e n 
ergaben , s ind die i n der A b b i l d u n g erkennbaren geringfügigen Abwe i chungen der S p e k t r e n 
voneinander n i cht a u f die W i r k u n g von D C M U zurückzuführen, sondern stehen die n o r m a l e 
Schwankungsbre i t e der hier untersuchten P r o b e n dar . 
Wellenlänge/nm 
A b b . 5.9: F luoreszenzspektren v o n Spinatch lorop lasten ohne Zusätze, 
m i t K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) u n d m i t N a t r i u m d i t h i o n i t be i 273 K 
u n d p H 7.8 ( A t = 100 ns) 
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A b b . 5.10: F luoreszenzspektren von Spinatchlorop lasten m i t u n d ohne 
D C M U bei 273 K u n d p H 7.8 ( A t = 100 ns) 
Wellenlänge/nm 
A b b . 5.11: F luoreszenzspektren von Sp inatch lorop las ten m i t u n d ohne 
N a t r i u m d i t h i o n i t bei 273 K u n d p H 10.5 ( A t = 100 ns) 
E i n anderes B i l d ergibt s i ch , wenn m a n die Cloroplastenpräparation i n G l y c i n p u f f e r ( p H 
10.5), s ta t t i n der n o r m a l e n Pufferlösung a u f n i m m t . In diesem F a l l k a n n wegen des Fehlens 
der äußeren Zellhülle i m Inneren der Chlorop las ten m i t Hi l fe v o n N a t r i u m d i t h i o n i t e in höheres 
R e d o x p o t e n t i a l eingestel lt werden. A b b . 5.11 zeigt das Ergebn i s für eine P r o b e ohne weitere 
Zusätze u n d eine P r o b e unter reduzierenden Bed ingungen . Gegenüber den S p e k t r e n be i p H 
7.8 ist hier das M a x i m u m be i der P r o b e ohne Zusätze bre i ter u n d der P l a t e a u b e r e i c h (700-
740 n m ) erreicht ca . 5 0 % der Maximalintensität. M i t N a t r i u m d i t h i o n i t f indet m a n eine i m 
Bere ich des M a x i m u m s schmälere K u r v e . A u c h v o m Intensitätsverhältnis M a x i m u m / P l a t e a u 
her ähnelt sie stärker den K u r v e n bei p H 7.8. D ie Gesamtintensität l iegt j edoch u m einen 
F a k t o r 5 - 6 über derjenigen ohne Zusätze (bei g le ichem p H - W e r t ) . 
5.2.2 A b k l i n g k u r v e n i m s u b - n s - Z e i t b e r e i c h 
Für die M e s s u n g u n d A n p a s s u n g der A b k l i n g k u r v e n gut das i n den A b s c h n i t t e n 4.4.4 u n d 
5.1.2 gesagte weiter . D i e wicht igs ten P u n k t e seien hier k u r z wiederho l t : 
- D i e Meßkurven geben das F luoreszenzabkhngen i m Zei tbere ich v o n 0 bis ca . 40 ns nach 
der A n r e g u n g wieder . 
- E i n V o r l a u f v o n e t w a 10 ns vor d e m A n r e g u n g s p u l s wurde zur B e s t i m m u n g der D u n k e l r a t e 
mi t reg i s t r i e r t . 
- D i e A n p a s s u n g der K u r v e n erfolgte m i t der F a l t u n g einer Gaußfunktion m i t zwei abfal lenden 
E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n . 
- Für die weitere A u s w e r t u n g werden die charakter is t i schen Ze i ten der e - F u n k t i o n e n , Tj u n d 
r 2 ) herangezogen. 
- D e r Fehler bei der B e s t i m m u n g von r j beträgt ± 75 ps , für r 2 ergibt s ich ± 0.5 ns. 
Chlorella vulgaris 
B e i den P r o b e n ohne Zusätze hegt T\ zwischen 500 u n d 800 ps ( A b b . 5.12). D u r c h D C M U 
verlängert s ich dieser W e r t au f 1.5 bis 2.0 ns. 
D i e A b s e n k u n g der T e m p e r a t u r au f 253 K führt z u einer s tarken Veränderung: die Verlän-
gerung durch D C M U w i r d aufgehoben, i n be iden Fähen ergibt s ich eine i m R a h m e n der 
Meßgenauigkeit identische A b k h n g z e i t von ca . 700 bis 800 ps ( A b b . 5.13). 
E i n e R e d u k t i o n der P r o b e n m i t N a t r i u m d i t h i o n i t führte be i keiner der beiden T e m p e r a t u r e n 
z u einer s igni f ikanten Veränderung von T\ gegenüber den W e r t e n ohne Z u s a t z . Daher w u r d e n 
die Ergebnisse dieser Versuchsre ihen nicht i n die A b b i l d u n g e n aufgenommen. 
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A b b . 5.12: A b k h n g z e i t T\ v o n C. vulgaris be i verschiedenen W e l -
lenlängen, m i t u n d ohne D C M U , T = 295 K 
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A b b . 5.13: A b k l i n g z e i t TX von C. vulgaris be i verschiedenen W e l -
lenlängen, m i t u n d ohne D C M U , T = 253 K 
A / n m 
r 2 / n s ( T = 295 K ) T 2 / n s ( T = 253 K ) 
o. Zus . m i t D C M U o. Z u s . m i t D C M U 
650 - 4.4 - -
668 - 4.4 2.0 2.1 686 2.2 4.8 2.1 2.0 
710 2.3 4.5 2.1 2.0 
725 2.3 4.1 2.1 2.1 
740 2.3 3.8 2.2 2.2 
Tabel le 5.2: A b k l i n g z e i t r 2 v o n C. vulgaris m i t u n d ohne D C M U be i 
verschiedenen Wellenlängen u n d zwei T e m p e r a t u r e n ( A r 2 = ± 0.5 ns) 
o. Zus . : ohne Zusätze 
Die W e r t e von r 2 ( T a b . 5.2) l iegen zwischen 2.0 u n d 2.5 ns . B e i der P r o b e m i t D C M U kann 
j edoch eine t ro tz des großen Fehlers auffällige Verlängerung auf ca . 4 ns festgestellt werden. 
C h l o r o p l a s t e n 
Für die verschiedenen Messungen an C h l o r o p l a s t e n p r o b e n bei p H 7.8 s ind i n A b b . 5.14 ex-
emplar i s ch die Ergebnisse ohne Zusätze u n d m i t D C M U dargeste l l t . D i e A b k l i n g z e i t r j l iegt 
für beide P r o b e n zwischen 1.4 u n d 1.5 ns m i t einer n u r sehr k l e inen u n d unsys temat i s chen 
S c h w a n k u n g . 
1.5 
o ohne Zusätze | 
e mit DCMU 
0.51 
650 700 750 
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A b b . 5.14: A b k l i n g z e i t T\ v o n Sp inatch lorop las ten be i verschiedenen 
Wehenlängen, m i t u n d ohne D C M U , T = 273 K , p H 7.8 
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A b b . 5.15: A b k l i n g z e i t T\ von Sp inat ch lo rop las ten be i verschiedenen 
Wehenlängen u n d Redoxzuständen, T = 273 K , p H 10.5 
D i e Veränderungen des Redoxzustandes durch O x i d a t i o n s - b z w . R e d u k t i o n s m i t t e l erbrachten 
keine Abwe i chungen gegenüber den hier angeführten W e r t e n . 
E i n anderes V e r h a l t e n ergibt sich bei den i n G lyc inpu f f e r aufgenommenen Präparationen 
( p H 10.5). I n A b b . 5.15 ist das V e r h a l t e n v o n T\ wiedergegeben. O h n e Zusätze u n d bei 
O x i d a t i o n von P S I ( P r o b e m i t K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) ) l iegen die W e r t e u m 1.3 ns. D i e 
Zugabe v o n N a t r i u m d i t h i o n i t führt zu einer Verlängerung auf 2.0 ns. 
D i e A b k l i n g z e i t e n r 2 s ind i n T a b . 5.3 aufgel istet . B e i p H 7.8 l iegen die W e r t e der P r o b e n m i t 
u n d ohne D C M U sehr nah beie inander . U b e r die verschiedenen Wellenlängen h inweg ergibt 
s ich n u r eine geringe V a r i a t i o n . D i e Erhöhung des p H - W e r t e s führt z u einer Verlängerung 
von r 2 . D i e M i t t e l w e r t e für die P r o b e n ohne Zusätze u n d m i t O x i d a t i o n s m i t t e l l iegen bei ca . 
4 ns , während die reduzierte P r o b e einen W e r t v o n 7.3 ns aufweist . 
A / n m 
r 2 / n s ( p H 7.8 ) r 2 / n s ( p H 10.5) 
o. Zus . m i t D C M U o. Z u s . m i t F e C y m i t N a D 
668 3.4 3.2 4.9 4.1 7.3 
686 3.4 2.9 3.9 4.1 7.3 
710 3.4 3.2 3.9 3.9 7.3 
725 3.4 3.2 3.9 3.9 7.3 
740 3.4 3.2 3.9 4.4 7.3 
Tabel le 5.3: A b k l i n g z e i t r 2 von Sp inat ch lo rop las ten bei verschiedenen 
Wellenlängen u n d zwei p H - W e r t e n ( A r 2 = ± 0.5 ns) 
o. Zus . : ohne Zusätze; F e C y : K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) ; N a D : N a t r i -
u m d i t h i o n i t 
5.2.3 D i s k u s s i o n 
Gemeinsames M e r k m a l der F luoreszenzspektren v o n C. vulgaris u n d C h l o r o p l a s t e n ist der 
steile A n s t i e g der E m i s s i o n ab 660 n m u n d ein M a x i m u m be i 686 b z w . 684 n m . V o r a l l em 
das Fehlen von weiteren E m i s s i o n s m a x i m a steht i m Gegensatz z u m V e r h a l t e n der A n a b a e -
naproben ( A b b . 5.1). 
Rekombinat ionsf luoreszenz als Ursache des M a x i m u m s be i 684 n m scheidet aus den gleichen 
Gründen aus, wie be i den Spekt ren von A . variabilis . D i e hier b e s t i m m t e n A b k l i n g z e i t e n 
s i n d deut l i ch kürzer als die für die Rückreaktion v o n P h a e o - a u f P 6 8 0 + e r m i t t e l t e n Zei ten 
(25-40 ns ; G . Renger , 1992). A n a l o g z u r D i s k u s s i o n i n K a p . 5.1.3 k a n n e in Einfluß v o n P S I 
ausgeschlossen werden , d a die chemische O x i d a t i o n der P r o b e n d u r c h K a l i u m h e x a c y a n o f e r -
rat ( I I I ) z u keiner Veränderung der Spekt ren führte. 
Die Unterschiede i n den F luoreszenzspektren v o n C. vulgaris b z w . C h l o r o p l a s t e n u n d A . 
variabilis können daher aus d e m unterschied l i chen A u f b a u der A n t e n n e n s y s t e m e erklärt wer-
den , der sich u . a . i n den A b s o r b t i o n s s p e k t r e n wiederspiegelt (s. K a p . 3.1). B e i A . variabilis 
findet sich ein sehr breites A b s o r p t i o n s m a x i m u m zwischen 550 u n d 650 n m , das , wie bereits 
i n K a p . 5.1 d i skut i e r t w u r d e , au f die P h y c o b i l i s o m e n zurückzuführen i s t . In d iesem Bere ich 
weist C. vulgaris eine sehr geringe A b s o r p t i o n auf. E i n e U n t e r s c h e i d u n g zwischen L H C II 
u n d K e r n a n t e n n e ist be i C. vulgaris au fgrund der A b s o r b t i o n s s p e k t r e n n i cht möglich. I m 
E m i s s i o n s s p e k t r u m ist ebenfalls nur e in M a x i m u m bei 684 b z w . 686 n m z u reg istr ieren, bei 
dem es sich daher u m Fluoreszenz aus d e m L H C II u n d aus der K e r n a n t e n n e v o n P S II 
handeln muß. 
Für das A u f t r e t e n nur eines F l u o r e s z e n z m a x i m u m s , das sowohl der E m i s s i o n aus d e m L H C I I , 
als auch aus der K e r n a n t e n n e zugeschrieben werden k a n n , können zwei U r s a c h e n verantwort -
l i ch sein. E n t w e d e r w i r d die A n r e g u n g i m L H C II so effizient a n die K e r n a n t e n n e weitergelei-
tet , daß nur eine sehr geringe Fluoreszenz a u f t r i t t , oder die spektra le Z u s a m m e n s e t z u n g der 
beiden A n t e n n e ist ident isch . E i n e U n t e r s c h e i d u n g ergibt s ich aus der A n a l y s e der T e m p e r a -
turabhängigkeit der Spekt ren . D i e Untersuchungen d a z u w u r d e n zwischen 295 K u n d 178 K 
durchgeführt. W i e bereits i m K a p . 5.1.3 d i s k u t i e r t , ist schon be i W e r t e n v o n 250 K die F u n k -
tionsfähigkeit der M e m b r a n gestört. I m darunter l iegenden T e m p e r a t u r b e r e i c h ergeben sich 
durch das Aufbrechen der Zehen noch stärkere A u s w i r k u n g e n a u f den Photosyntheseappa -
r a t . E i n e effektive A n k o p p l u n g des L H C II an die K e r n a n t e n n e ist daher nicht m e h r gegeben 
u n d die A n r e g u n g k a n n nur durch strahlende (F luoreszenz) u n d n icht -s trahlende PrOzesse 
innerhalb des L H C II abgegeben werden . In den Spekt ren w a r j edoch i m untersuchten T e m -
pera tur in terva l l keine Veränderung z u beobachten , insbesondere ergab sich ke in zusätzliches 
M a x i m u m , das der F luoreszenz aus d e m L H C I I zugeordnet werden könnte. Dieses V e r h a l t e n 
ist nur durch eine identische spektra le Z u s a m m e n s e t z u n g v o n L H C II u n d K e r n a n t e n n e zu 
erklären. 
B e i C. vulgaris hegen die W e r t e für die erste A b k h n g z e i t T\ be i 295 K zwischen 600 u n d 800 
ps. D a die O x i d a t i o n von P S I d u r c h K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) z u keiner Veränderung von 
T\ führte, k a n n der F luoreszenzante i l v o n P S I als vernachlässigbar angesehen werden. In 
Übereinstimmung m i t der D i s k u s s i o n i n K a p . 5.1.3 muß T\ be i diesen P r o b e n als Ze i tdauer 
für Anregungse in fang , Transfer bis z u m primären D o n o r u n d L a d u n g s t r e n n u n g interpret iert 
werden. D i e natürliche Lebensdauer einer A n r e g u n g i n e inem A n t e n n e n k o m p l e x (ca. 3-4 
ns , siehe D i s k u s s i o n von r 2 ) w i r d d a m i t durch den Quenchingprozeß a m primären D o n o r 
verkürzt. 
Diese In terpre ta t i on von t j w i r d gestützt durch die Ergebnisse be i P r o b e n m i t D C M U b z w . 
unter s tark reduzierenden B e d i n g u n g e n . 
D i e Zugabe v o n D C M U führt n a c h einer A n r e g u n g des R e a k t i o n s z e n t r u m s z u r R e d u k t i o n v o n 
Q A , d a der Elektronentrans fers von QA nach QB b lock iert i s t . W i e bereits i n A b s c h n i t t 5.1.3 
erläutert, muß diese R e d u k t i o n v o n für die Ze i tdauer des E x p e r i m e n t e s als i rrevers ibel 
angesehen werden . D i e Rückreaktion ( R e k o m b i n a t i o n der L a d u n g e n , Ze i tkons tante : ~ ms) 
w i r d durch die vergleichweise schnelle R e d u k t i o n v o n P 6 8 0 + über den wasserspaltenden 
K o m p l e x ( t i / 2 = 23 ns; H . T . W i t t et a l . , 1986) verh inder t . I n Übereinstimmung m i t E r g e b -
nissen von F . J . E . van M i e g h e m et a l . (1989) konnte be i der D i s k u s s i o n der Untersuchungen 
an A. variabilis gezeigt werden, daß eine negative L a d u n g a m C h i n o n ( Q ^ ) jede weitere L a -
dungstrennung i m primären D o n o r P 680 unterb indet . E i n e A b g a b e der Anregungsenergie an 
den primären D o n o r ist i n diesem F a l l nicht möghch, sondern die A n r e g u n g muß über andere 
Kanäle abgegeben werden. A l s Folge davon müßte die Fluoreszenzintensität v o m F o - N i v e a u 
(alle Zentren i m offenen Z u s t a n d ) au f das F m a x - N i v e a u (alle Z e n t r e n geschlossen) steigen. 
D e r Intensitätsunterschied zwischen diesen beiden Zuständen beträgt i m M i t t e l e inen F a k t o r 
5 ( A . R . H o l z w a r t h , 1987). Diese charakter ist ische Intensitätssteigerung k a n n hier bei den 
P r o b e n m i t D C M U beobachtet werden ( A b b . 5.8). 
Für die A b k l i n g z e i t einer A n r e g u n g i n der A n t e n n e ist darüberhinaus eine Verlängerung z u 
erwarten , d a die L a d u n g s t r e n n u n g als schneller Quenchingprozeß wegfällt u n d eine Energ ie -
abgäbe nur über interne Prozesse möglich ist . Le tz tere zeichnen sich jedoch d u r c h längere 
Ze i tkonstanten aus (siehe D i s k u s s i o n v o n T2, K a p . 5.1.3). In U b e r e i n s t i m m u n g m i t diesem 
M o d e l l zeigt sich bei der A b k l i n g z e i t T\ eine Verlängerung bis a u f W e r t e von 2 ns für P r o b e n 
m i t D C M U ( A b b . 5.12). 
Die beobachteten Veränderungen be i der Ch lorop las tenprobe unter s tark reduzierenden B e -
dingungen lassen s ich d u r c h den gle ichen M e c h a n i s m u s erklären. I m Gegensatz z u m analogen 
Versuch m i t i n t a k t e n Zel len ( K a p . 5.1.3) k a n n i n diesem F a l l das R e d u k t i o n s m i t t e l N a t r i u m -
d i t h i o n i t i n die C h l o r o p l a s t e n e indr ingen , d a die schützende Z e l l w a n d fehlt . D i e bereits i n 
A b s c h n i t t 5.1.3 erwähnte Abhängigkeit des Redoxpotent ia l s v o n N a t r i u m d i t h i o n i t v o m p H -
W e r t b e w i r k t , daß Q ß i m P S II be i dem innerha lb der C h l o r o p l a s t e n herrschenden p H - W e r t 
reduziert w i r d . D e r E l e k t r o n e n t r a n s p o r t ist d a m i t , völlig ana log z u r W i r k u n g v o n D C M U 
bei C. vulgaris , unterbrochen . D i e nachfolgende l i ch t induz ie r te R e d u k t i o n von führt zur 
U n t e r b i n d u n g weiterer L a d u n g s t r e n n u n g e n a n P 680. D i e A b k l i n g z e i t T\ verlängert sich auch 
hier auf ca . 2 ns ( A b b . 5.15) u n d die Fluoreszenzintensität steigt u m einen F a k t o r 5 auf den 
F m a x - W e r t ( A b b . 5.11). 
B e i 253 K ist dagegen weder s p e k t r a l n o c h i n der A b k l i n g z e i t Ti eine W i r k u n g v o n D C M U 
i n den C h l o r e l l a p r o b e n festzustel len ( A b b . 5.8 u n d 5.13). D i e C h l o r o p l a s t e n zeigen e in völlig 
analoges V e r h a l t e n ( A b b . 5.10 u n d 5.14). Dies läßt au f eine Temperaturabhängigkeit der 
W i r k u n g v o n D C M U , hervorgerufen d u r c h Veränderungen i n der M e m b r a n oder der P r o t e i n e , 
schließen. Frühere Untersuchungen i n dieser A r b e i t s g r u p p e ( H . K r a u s e , 1986) zur W i r k u n g 
von D C M U auf die verzögerte F luoreszenz weisen ebenfalls a u f eine verminder te W i r k u n g 
m i t abnehmender T e m p e r a t u r h i n . D e r Temperaturef fekt wurde j edoch i n der vorl iegenden 
A r b e i t n icht weiter verfolgt . 
W i e bereits i n der D i s k u s s i o n der Ergebnisse a n A. variabilis ausgeführt, w i r d die A b k l i n g z e i t 
r j bei C. vulgaris d e m F luoreszenzabk l ingen v o n A n t e n n e n k o m p l e x e n zugeschrieben, die keine 
A n b i n d u n g an ein R e a k t i o n s z e n t r u m bes i tzen ( G . H . Schatz , A . R . H o l z w a r t h , 1986). Für die 
E x p e r i m e n t e m i t C h l o r o p l a s t e n ist diese Z u o r d n u n g nicht m e h r e i n d e u t i g möglich, d a auf-
g r u n d der Präparation keine homogene P r o b e n z u s a m m e n s e t z u n g vor l iegt . D i e P r o b e enthält 
hier neben aufgebrochenen C h l o r o p l a s t e n (ca . 30 %) auch freies C h l o r o p h y l l . V o r a l l em die 
in der le tz ten Spal te v o n T a b . 5.3 aufgel isteten Ze i ten l iegen i n sehr guter U b e r e i n s t i m m u n g 
mit der Fluoreszenzlebensdauer v o n fre iem C h i a . J . S C o n n o l l y et a l . (1982) fanden i n 
Abhängigkeit v o n der K o n z e n t r a t i o n W e r t e zwischen 6.0 u n d 7.5 ns. A . A g o s t i a n o et a l . 
(1987) geben einen W e r t von 6.5 ns a n . E s ist daher a n z u n e h m e n , daß die lange A b k l i n g z e i t 
bei den C h l o r o p l a s t e n p r o b e n s ich aus dem F luoreszenzabk l ingen v o n fre iem C h l o r o p h y l l u n d 
von nicht angebundenen A n t e n n e n k o m p l e x e n zusammensetz t . E i n e genaue B e s t i m m u n g war 
j edoch wegen des hohen Rauschante i l s i m S i g n a l nicht möglich. 
Die Untersuchungen a n C. vulgaris u n d C h l o r o p l a s t e n erbrachten d a m i t folgende Ergebnisse : 
• In vivo beträgt die Ze i tdauer für den E i n f a n g eines P h o t o n s , den Transfer der A n r e g u n g 
z u m primären D o n o r u n d die anschließende L a d u n g s t r e n n u n g zwischen 600 u n d 800 ps. 
• A u c h be i diesen P r o b e n konnte k e i n F luoreszenzante i l des Photosys tems I festgestellt 
werden. 
• L H C II u n d K e r n a n t e n n e i m P h o t o s y s t e m II s ind s p e k t r a l ana log aufgebaut . 
• D C M U zeigt eine temperaturabhängige W i r k u n g . 
• D i e R e d u k t i o n von QA verhindert eine L a d u n g s t r e n n u n g a m P h o t o s y s t e m II . 
• D i e lange A b k h n g z e i t r 2 konnte auch be i Grünalgen u n d C h l o r o p l a s t e n als p r o m p t e 
Fluoreszenz von nicht angebundenen A n t e n n e n k o m p l e x e n ident i f i z iert werden . I n A b -
hängigkeit v o n der Präparation ergibt s ich be i C h l o r o p l a s t e n e in v o n fre iem C h l o r o p h y l l 
herrührender Fluoreszenzante i l . 

Kapitel 6 
Photosystem I 
Die Ergebnisse des letzten Kapitels zeigen, daß das PS I unter den hier vorliegenden Versuchs-
bedingungen i n v ivo fluoreszenzspektroskopisch nicht zu erfassen ist. Daher wurden Unter-
suchungen an isolierten PS I-Reaktionszentren durchgeführt. Die Proben wurden aus Spinat 
und A n a b a e n a var iab i l i s gewonnen (s. Kap. 3.3). Sie enthalten neben der vollständigen Ak-
zeptorkette noch ca. 80-100 Antennenpigmente. 
Die Ausstattung des Labors für zeitaufgelöste Spektroskopie erlaubte es, ein relativ großes 
Zeitfenster (100 ps < t < 0.5 ms) zu untersuchen. Damit war die Möglichkeit gegeben, so-
wohl das Langzeitverhalten der Fluoreszenz aufzuklären, als auch Informationen über den 
Anregungstransfer in der Antenne zu erhalten. In Abschnitt 6.1 sind die Untersuchungen 
im Zeitbereich t > 100 ns bis < 0.5 ms beschrieben. Die Experimente im sub-ns-Zeitbereich 
werden in Abschnitt 6.2 vorgestellt. 
6.1 Fluoreszenz im f i s - und ns-Zeitbereich 
6.1.1 A n r e g u n g m i t n s - P u l s e n 
D i e Untersuchungen w u r d e n m i t dem i n K a p . 4.3 beschriebenen Versuchsaufbau durchgeführt. 
D i e zeit l iche E n t w i c k l u n g der Fluoreszenz w i r d dabei m i t e inem 64-Kanal-Zähler reg is tr ier t . 
D i e k le inste e instel lbare K a n a l b r e i t e beträgt 100 ns. O h n e einer eingehenderen D i s k u s s i o n 
vorgrei fen z u wol len , sei an dieser Stehe darau f hingewiesen, daß be i der D a r s t e l l u n g der 
F luoreszenzspektren i n der Regel nur das Ergebnis eines Zei tkanales wiedergegeben w i r d . In 
der jewei l igen B i ldunterschr i f t ist dies durch die A n g a b e ' A t = 100 n s ' angezeigt . 
D i e A n r e g u n g erfolgte m i t e inem Argonionenlaser m i t C a v i t y - D u m p e r . W i e bereits i n K a p . 4.1 
erwähnt lassen sich dadurch Pu l se m i t Halbwertsbre i ten v o n 15 ns bis i n den / i s - B e r e i c h erzeu-
gen. A u s Gründen der Übersichtlichkeit werden zuerst die Ergebnisse nach einer A n r e g u n g 
m i t e inem 15 ns -Laserpuls d iskut ier t u n d erst i n e inem zweiten S c h r i t t k u r z die A u s w i r k u n g 
einer Verlängerung der P u l s h a l b wertsbreite dargesteht. W e n n nicht anders erwähnt beziehen 
s ich die A b b i l d u n g e n auf eine Pulswiederho l rate von 41 k H z . 
A b b . 6.1 zeigt das S p e k t r u m einer P r o b e m i t P S I -Reakt ionszentren ( P S I - R Z ) v o n A. va-
riabilis (ohne Zusätze) bei 290 K nach A n r e g u n g m i t e inem 15 n s - P u l s . D a s M a x i m u m der 
Intensität hegt bei 676 n m . A u f der kurzwel l igen Seite erfolgt der A n s t i e g sehr ste i l ab ca . 
660 n m , während auf der langwel l igen F l a n k e i m Bere i ch 700 bis 735 n m ein leichtes P l a t e a u 
a u f t r i t t . 
W i e i n A b b . 6.1 außerdem z u erkennen i s t , weist die aus Spinat gewonnene P r o b e ein völlig 
analoges V e r h a l t e n auf . Dies bezieht sich nicht n u r au f Lage u n d H a l b wertsbreite der M a -
x i m a , sondern auch a u f die Höhe der abso luten Intensität. A u c h bei den übrigen i n diesem 
A b s c h n i t t beschr iebenen Untersuchungen konnte ke in Untersch ied zwischen P r o b e n aus S p i -
nat u n d aus A. variabilis festgestellt werden. U m die D a r s t e l l u n g übersichtlicher z u gestalten 
werden i m folgenden daher die Ergebnisse jeweils nur für eine P r o b e gezeigt. 
A b b . 6 .1 : F luoreszenzspekt ren von P 700-Reakt ionszentren von S p i -
nat u n d A. variabilis nach e inem 15 ns P u l s ohne Zusätze bei 290 K , 
A t = 100 ns 
E i n e R e d u k t i o n der P r o b e n m i t A s c o r b a t ( V i t a m i n C ) oder m i t N a t r i u m d i t h i o n i t führte be i 
285 K z u keiner Veränderung der S p e k t r e n ( A b b . 6.2). 
B e i den P r o b e n ohne Zusätze b z w . m i t A s c o r b a t als R e d u k t i o n s m i t t e l bewirkte auch eine 
V a r i a t i o n der T e m p e r a t u r keine Änderungen des spektra len Verhal tens . Für diese U n t e r s u -
chungen w u r d e n M e s s u n g e n be i 120 K , 70 K u n d 2 K durchgeführt. N u r bei den Spektren 
bei 2 K t r a t eine Verschmälerung des Peaks u m ca . 20 % auf, die durch die geringere Beset-
zungsd ichte höherer Schwingungszustände erklärt werden k a n n . 
E i n anderes B i l d e rg ib t s i ch be i den P r o b e n m i t N a t r i u m d i t h i o n i t als R e d u k t i o n s m i t t e l 
( A b b . 6.3). H i e r zeigen die be i 70 K u n d be i 2 K gewonnenen S p e k t r e n i m Verg le i ch z u r 
M e s s u n g be i 281 K eine deutl iche Versch iebung des M a x i m u m s u m 4 n m h i n zu größeren 
Wellenlängen ( A m a x = 680 n m ) . 
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A b b . 6.2: F luoreszenzspektren von P 700-Reakt ionszentren von A. va-
riabilis be i 285 K nach einem 15 ns P u l s ohne Zusätze, m i t A s c o r b a t 
u n d m i t N a t r i u m d i t h i o n i t , A t = 100 ns (Spektren au f gleiche Höhe 
n o r m i e r t ) 
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A b b . 6.3: F luoreszenzspektren von P 700-Reakt ionszentren v o n A. va-
riabilis m i t N a t r i u m d i t h i o n i t nach e inem 15 ns P u l s be i 285 K , 70 K 
u n d 2 K , A t = 100 ns (Spektren auf gleiche Höhe n o r m i e r t ) 
A l l e h ier beschriebenen V a r i a t i o n e n der experimentel len Bed ingungen ( R e d u k t i o n der P r o b e n 
u n d / o d e r A b s e n k u n g der T e m p e r a t u r ) b l ieben ohne A u s w i r k u n g e n auf das zeit l iche V e r h a l -
ten der Fluoreszenzintensität. E x e m p l a r i s c h ist die zeit l iche E n t w i c k l u n g der F luoreszenz i n 
A b b . 6.4 dargeste l l t . D i e B r e i t e eines Zeitkanales beträgt 100 ns. D i e A n r e g u n g m i t e inem 
15 n s - P u l s erfolgte a m E n d e des d r i t t e n Zeitkanals . W i e aus der A b b i l d u n g ers i cht l i ch k a n n 
i n den au f die A n r e g u n g folgenden Zeitkanälen nur das Rauschs igna l des P h o t o m u l t i p l i e r s 
registr iert werden . D a s schwach erkennbare zweite M a x i m u m bei 1500 ns ist au f e inen nicht 
vollständig unterdrückten Folgepuls des Lasers zurückzuführen. E i n auf verzögerte F l u o r e s -
zenz hinweisender V e r l a u f der Fluoreszenz konnte be i diesen E x p e r i m e n t e n i n k e i n e m F a l l 
beobachtet werden . B e i 285 K u n d 70 K wurden darüberhinaus noch Messungen bis i n den 
Ze i tbere i ch v o n 500 / i s nach der A n r e g u n g durchgeführt, ohne daß eine Veränderung dieses 
Verha l t ens gefunden w u r d e . A u f der G r u n d l a g e der hier durchgeführten U n t e r s u c h u n g e n 
k a n n daher eine verzögerte Fluoreszenz i m P S I m i t einer Genauigke i t v o n 1 0 - 5 ausgeschlos-
sen werden . 
A b b . 6.4: Zeit l i che E n t w i c k l u n g der Fluoreszenzintensität bei 680 n m 
nach A n r e g u n g m i t e inem 15 ns -Laserpuls ; 
P r o b e : P S I -Reakt i onszentren v o n A. variabilis ohne Zusätze, T = 285 K 
Für die Z u o r d n u n g des M a x i m u m s be i 676 n m ( A b b . 6.1 u n d A b b . 6.2) muß die Z u s a m m e n s e t -
z u n g der P r o b e n berücksichtigt werden. W i e i n K a p . 3.3 erwähnt s ind i n den hier benützten 
Präparationen neben d e m primären D o n o r u n d der vollständigen A k z e p t o r k e t t e n o c h ca . 80 
bis 100 A n t e n n e n - C h l a-Moleküle entha l ten . D a s i n den Emiss i onsspekt ren beobachtete M a x i -
m u m ist a u f diese A n t e n n e n p i g m e n t e zurückzuführen, d a die anderen K o m p o n e n t e n entweder 
eine größere Absorptionswellenlänge bes i tzen , oder eine andere Zeitabhängigkeit aufweisen 
müßten. I n n e r h a l b eines Zei tkanales , d .h . innerhalb v o n 100 ns , verr ingert s ich die F l u o r e s -
zenz nach einer 15 n s - A n r e g u n g a u f den W e r t der N u l l r a t e . A u c h eine Abkühlung der P r o b e n 
a u f 2 K veränderte dieses V e r h a l t e n n i cht . A u s dem Verg le i ch m i t den i n A b s c h n i t t 2.4.2 
angeführten Trans fe r - u n d Rekombinat i onsze i t en ergibt s i ch , daß die hier beobachtete E m i s -
s ion v o n p r o m p t e r F luoreszenz herrührt. E i n e Verr ingerung der T e m p e r a t u r au f W e r t e unter 
70 K hätte selbst für den schnel lsten Rekombinationsprozeß ( P 700+ A f - » P 700 A x ) eine 
Verlängerung der Ha lbwer tsze i t au f 120 ns z u r Folge u n d müßte daher z u einer Veränderung 
des Ze i tverhal tens führen. E i n e derart ige Veränderung konnte aber i n ke inem F a l l beobachtet 
werden . 
A l s Konsequenz des hier beobachteten Ze i tverhal tens ergibt s i ch , daß das P S I keine verzögerte 
F luoreszenz aufweist , zumindes t nicht i m Spektra lbere i ch 600 bis 800 n m . U m z u überprüfen, 
ob das Feh len v o n verzögerter Fluoreszenz au f z u kurze Anregungspulse zurückzuführen i s t , 
w u r d e n alle E x p e r i m e n t e m i t 50 n s - P u l s e n wiederho l t . Dies ergab keine Änderung des 
Ze i t Verhaltens . E i n e Verlängerung des Anregungspulses über diesen W e r t h inaus ist nicht 
s i n n v o l l , d a sie z u einer u n s y m m e t r i s c h e n Veränderung der P u l s a m p h t u d e führt. D e r a r t i g e 
Veränderungen k o n n t e n bereits be i 40 n s - P u l s e n beobachtet werden . Sie t reten auf , wenn die 
Pulslänge deut l i ch über der E r h o l z e i t des Lasers hegt . A u s diesem G r u n d wurde versucht 
d u r c h eine sehr schnelle Pulssequenz eine quas i -kont inuier l i che A n r e g u n g über einen längeren 
Z e i t r a u m h inweg z u s imul ieren . Diese Pulssequenz bes tand aus 15 n s - P u l s e n , die 10 izs l a n g 
m i t einer Wiederho l f requenz v o n 10 M H z ausgestrahlt w u r d e n . D e r Beobachtungsze i t raum 
bei diesen E x p e r i m e n t e n b e t r u g 0.5 m s . Untersuchungen a n A n a b a e n a p r o b e n ohne Zusätze, 
b z w . m i t N a t r i u m d i t h i o n i t be i 285 K , 70 K u n d 2 K , sowie an m i t A s c o r b a t reduz ierten 
P r o b e n be i 285 K u n d 125 K erbrachten auch unter diesen Bes t rah lungsbed ingungen ke i -
nen Hinweis a u f verzögerte F luoreszenz . D i e zeitl iche E n t w i c k l u n g der Fluoreszenzintensität 
zeigte einen z u r A b b . 6.4 analogen Ver lau f . 
Für das Fehlen v o n Rekombinat ions f luoreszenz können verschiedene Gründe verantwort l i ch 
se in : 
a) eine R e k o m b i n a t i o n f indet unter den hier gewählten experimentel len B e d i n g u n g e n nicht 
s t a t t , d a die W i e d e r h o l r a t e n v o n 41 k H z groß s i n d gegen die R e k o m b i n a t i o n s r a t e n , d .h . der 
primäre D o n o r hegt i m m e r i m ox id ier ten Z u s t a n d vor . Demgegenüber laufen die v o n A o 
b z w . A i ausgehenden Rückreaktionen a u f einer ns- bis / i s - Z e i t s k a l a ab (s. K a p . 2.4.2). U m 
zumindes t tendenzie l l z u überprüfen, ob die W i e d e r h o l r a t e n z u groß gewählt w a r e n , w u r d e n 
be i 285 K E x p e r i m e n t e m i t einer W i e d e r h o l r a t e von 10 k H z durchgeführt. B e i keiner der 
dre i untersuchten P r o b e n ( R Z ohne Zusätze, m i t A s c o r b a t , m i t N a t r i u m d i t h i o n i t ) wurde ein 
anderer Ze i tver lau f der F luoreszenz gefunden als der oben beschriebene. 
b ) D i e R e k o m b i n a t i o n läuft nicht über e inen angeregten P 700* -Zustand ab , d . h . es t r i t t 
keine F luoreszenz auf. Diese A n n a h m e steht i n guter Übereinstimmung m i t Ergebnissen von 
anderen A r b e i t s g r u p p e n . P . V . W a r r e n et a l . (1993) schlössen aus Absorpt i onsmessungen 
a n P S I - R Z denen die F e S - A k z e p t o r e n feh l ten , daß die R e k o m b i n a t i o n von AT/ m i t P 7 0 0 + 
m i t einer Ha lbwer tsze i t v o n 10 fis d i rekt i n den G r u n d z u s t a n d erfolgt. B e i einer R e d u k t i o n 
dieser t e r m i n a l e n F e S - A k z e p t o r e n erfolgt die P 7 0 0 + AT/ - Rückreaktion über die B i l d u n g des 
T r i p l e t t z u s t a n d e s T P 700 ( P . S e t i f u n d H . B o t t i n (1989); P . S e t i f u n d K . B r e t t e l (1990)) . 
D i e bei den N a t r i u m d i t h i o n i t p r o b e n aufgetretene Verschiebung des M a x i m u m s u m 4 n m z u 
größeren Wehenlängen h i n nach Abkühlung auf 70 K b z w . 2 K , konnte nicht vohständig 
aufgeklärt werden . E i n e Erklärungsmöglichkeit steht ein möghcher Einfluß der reduz ier ten 
F e S - A k z e p t o r e n F ^ u n d Fg d a r . D a die P r o b e n bei L i c h t eingefroren w u r d e n , ergibt sich 
eine i rrevers ib le R e d u k t i o n dieser A k z e p t o r e n be i T e m p e r a t u r e n unter 70 K (s. K a p . 2.4). 
B e i der hier benutz ten W i e d e r h o l r a t e von 41.0 k H z w i r d der Z u s t a n d F ^ / F T j auch i m V e r l a u f 
des E x p e r i m e n t e s nicht aufgehoben. 
D i e Einflüsse der negat iven L a d u n g e n an diesen A k z e p t o r e n au f den A n r e g u n g s - u n d L a -
dungstransfer s ind noch nicht vohständig geklärt. So ber ichten z . B . P . Set i f u n d K . B r e t t e l 
(1990) v o n einer Beschleunigung der Rückreaktion P 700+ AT/ - » P 700 A i be i P S I - R Z von 
C y a n o b a k t e r i e n v o n 250 fis auf 250 ns, wenn F x reduziert vorl iegt ( F ^ ) . Für das h ier be-
schrieben E x p e r i m e n t hätte dies zur Folge , daß neben den F e S - A k z e p t o r e n auch der primäre 
D o n o r i m reduz ie r ten Z u s t a n d vorl iegt . W i e i m folgenden A b s c h n i t t beschr ieben zeigen die 
S p e k t r e n von chemisch oxidierten P r o b e n nach einer 200 p s - A n r e g u n g ein M a x i m u m bei 676 
n m , während be i P r o b e n ohne Zusätze b z w . m i t N a t r i u m d i t h i o n i t das M a x i m u m bei 680 n m 
l iegt . Dies läßt den den Schluß z u , daß die A n r e g u n g m i t e inem 15 n s - P u l s ausre icht , u m 
be i a l len Reakt i onszent ren den primären D o n o r z u ox id ieren , ausgenommen be i den P r o b e n 
m i t N a t r i u m d i t h i o n i t be i tiefen T e m p e r a t u r e n . I n l e tz terem F a l l w i r d die L a d u n g s t r e n n u n g 
u n t e r b u n d e n . 
D a auch eine Verlängerung der Anregungspulse keine Versch iebung des M a x i m u m s zur Folge 
h a t t e , erscheint diese A n n a h m e p laus ibe l . E i n e endgültige Überprüfung wäre j edoch nur 
m i t zeitaufgelösten Absorpt ionsmessungen möglich. D a m i t ließe s ich der O x i d a t i o n s z u s t a n d 
des primären D o n o r s bes t immen . Derar t ige Messungen s i n d e in interessanter A s p e k t für 
weiterführende Untersuchungen . 
6.1.2 A n r e g u n g m i t 200 p s - L a s e r p u l s e n 
In diesem A b s c h n i t t w i r d das spektrale V e r h a l t e n der P S I - P r o b e n i m Ze i tbere i ch 100 ns bis 
6.3 /xs nach A n r e g u n g m i t e inem 200 ps -Laserpuls d i s k u t i e r t . D i e P u l s e w u r d e n m i t e inem 
modengekoppel ten Argon laser erzeugt (s. K a p . 4.1). D i e Anregungswellenlänge b e t r u g 496.5 
n m . D i e zeit l iche E n t w i c k l u n g der Fluoreszenz w u r d e , ana log z u den oben beschriebenen 
M e s s u n g e n , m i t e inem 64-Kanalzähler aufgezeichnet ( K a n a l b r e i t e : 100 ns) . 
A u s g e h e n d v o n den i m le tz ten A b s c h n i t t d i skut i e r t en Ergebn issen s t a n d b e i diesen U n t e r -
suchungen die Frageste l lung i m V o r d e r g r u n d , inwieweit d u r c h eine Verkürzung der A n r e -
gungspulse au f 200 ps das spektrale oder zeit l iche V e r h a l t e n der F luoreszenz verändert w i r d . 
Insbesondere der Einfluß des Ox idat i onszus tandes v o n P 700 a u f die S p e k t r e n sol l te unter -
sucht werden. 
W i e i n A b b . 6.5 z u sehen i s t , führt die A n r e g u n g m i t 200 p s - P u l s e n i m Verg le i ch z u r 15 ns-
A n r e g u n g z u einer Verschiebung des S p e k t r u m s i n den ro ten S p e k t r a l b e r e i c h . D a s M a x i m u m 
liegt hier be i 680 n m , gegenüber 676 n m be i den Spektren m i t 15 n s - A n r e g u n g . Darüberhinaus 
weist das S p e k t r u m i m Bere ich 700 bis 750 n m höhere Intensität auf. Diese V e r s c h i e b u n g des 
M a x i m u m s kann be i den P r o b e n ohne Zusätze b z w . unter reduzierenden B e d i n g u n g e n beob-
achtet werden. E i n e chemische O x i d a t i o n der P r o b e n m i t K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( H I ) ergibt 
dagegen ein spektrales V e r h a l t e n , das dem nach einer 15 n s - A n r e g u n g ähnelt. A b b . 6.6 zeigt 
i m d i rekten Verg le i ch den Einfluß einer chemischen O x i d a t i o n b z w . R e d u k t i o n der P r o b e n 
auf die S p e k t r e n . D a s M a x i m u m der ox id ier ten P r o b e i s t u m 4 n m b lauverschoben gegenüber 
der P r o b e ohne Zusätze. I m Bere ich 700 bis 750 n m ergibt sich z u d e m eine d e u t l i c h geringere 
Intensität. B e i Zugabe v o n N a t r i u m d i t h i o n i t als R e d u k t i o n s m i t t e l b le ibt das M a x i m u m bei 
680 n m . Zusätzlich k a n n noch eine leichte Erhöhung der Emissionsintensität i m langwel l igen 
Spektra lbere i ch zwischen 700 u n d 750 n m , verglichen m i t der P r o b e ohne Zusätze, festgestellt 
werden. 
600 650 700 750 
Wellenlänge/nm 
A b b . 6.5: F luoreszenzspektren v o n P 700 -Reakt ionszentren von A. 
variabilis m i t A s c o r b a t nach einer 200 ps- u n d einer 15 n s - A n r e g u n g ; 
T = 124 K , A t = 100 ns ( S p e k t r e n a u f gleiche Höhe n o r m i e r t ) 
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A b b . 6.6: F luoreszenzspektren von P 700 -Reakt ionszentren v o n A. va-
riabilis bei 120 K nach e inem 200 ps P u l s ohne Zusätze, m i t K a l i u m h e -
xacyanoferrat ( I I I ) ( F e C y ) u n d mi t N a t r i u m d i t h i o n i t , A t = 100 ns 
(Spektren au f gleiche Höhe n o r m i e r t ) 
D i e ze i t l i che E n t w i c k l u n g der Fluoreszenz erfährt d u r c h die Verkürzung der Anregungspulse 
keine Änderung. Völlig analog z u d e m i n A b b . 6.4 gezeigten V e r h a l t e n ist die E m i s s i o n auf 
den Z e i t k a n a l beschränkt, i n dem die A n r e g u n g erfolgt . I n den nachfolgenden Zeitkanälen 
k a n n ke in v o n den P r o b e n herrührendes S igna l m e h r festgestellt werden. A u c h die chemi-
sche O x i d a t i o n oder R e d u k t i o n der P r o b e n erbrachte ke in anderes B i l d . D a dieses V e r h a l t e n 
bereits i m obigen A b s c h n i t t d i skut ier t w u r d e , so l l hier au f eine eigene A b b i l d u n g verzichtet 
werden. 
D i e Übereinstimmung der S p e k t r e n v o n ox id ier ten P r o b e n m i t solchen nach A n r e g u n g m i t 
e inem 15 ns -Laserpuls führt z u dem Schluß, daß der 15 n s - P u l s ausreichend i s t , u m alle 
Reakt i onszentren z u ox id ieren . D i e Fluoreszenz k a n n i n diesem F a l l fo lgl ich n u r v o n A n t e n -
nenpigmenten e m i t t i e r t werden. Andererse i ts muß a u f G r u n d des ze i t l i chen V e r h a l t e n s , wie 
i n A b s c h n i t t 6.1.1 bereits ausgeführt, das M a x i m u m be i 680 n m ebenfalls der F luoreszenz 
aus Antennenmolekülen zugeschrieben werden. 
E i n v o n der Tendenz her ähnliches V e r h a l t e n s te l l ten R . Sparrow et a l . (1990) für die K u r z -
ze i tkomponente ihres F luoreszenzabkl ingens fest. A u c h h ie r ergab die O x i d a t i o n der P r o b e n 
eine B lauversch iebung des S p e k t r u m s u n d die R e d u k t i o n eine B e t o n u n g der langwel l igen 
A n t e i l e . Das Ergebnis w i r d vor dem H i n t e r g r u n d des Anregungstrans fers i n der A n t e n n e 
d i s k u t i e r t . I n ähnlicher Weise können die i n dieser A r b e i t gewonnenen D a t e n der reduz ier ten 
P r o b e n interpret ier t werden. U n t e r reduzierenden B e d i n g u n g e n l iegen alle R e a k t i o n s z e n t r e n 
vor der A n r e g u n g reduziert vor . Sie s i n d , i m B e z u g a u f die Anregungsenerg ie , i m offenen 
Z u s t a n d . D e r Anregungspuls ist genügend k u r z , d a m i t er nur den Transfer anregt u n d es z u 
keiner zweiten A n r e g u n g desselben R e a k t i o n s z e n t r u m s i n n e r h a l b eines Pulses k o m m t . D i e 
F luoreszenz spiegelt den Transfer der Anregungsenergie v o n den äußeren A n t e n n e n p i g m e n t e n 
z u m primären D o n o r wieder. E n t s p r e c h e n d der s p e k t r a l heterogenen Z u s a m m e n s e t z u n g der 
A n t e n n e s ind auch langwell ige A n t e i l e i m E m i s s i o n s s p e k t r u m ver t re ten . 
B e i den P r o b e n ohne Zusätze ergibt sich das gleiche B i l d . D i e R e a k t i o n s z e n t r e n befinden 
sich vor j e d e m P u l s i m offenen, d .h . aufnahmebere i ten Z u s t a n d . D i e leichte V e r r i n g e r u n g der 
Intensität zwischen 700 bis 750 n m be i diesen P r o b e n k a n n als A n z e i c h e n gewertet werden , 
daß e in kle iner T e i l der Reakt i onszent ren i m ox id i e r ten Z u s t a n d vor l iegt . A u s der n u r ge-
ringfügigen Veränderung des S p e k t r u m s u n d einer Abschätzung der Wahrsche in l i chke i t en für 
einen Doppeltref fer (s. K a p . 4.1) k a n n dieser A n t e i l als vernachlässigbar eingestuft werden . 
B e i ox id ier ten P r o b e n wäre au f der G r u n d l a g e eines ' funne l ' -Mode l l e s z u e r w a r t e n , daß der 
Anregungstrans fer bis z u den langwel l igsten P i g m e n t e n abläuft u n d die E n e r g i e als F l u o r e s -
zenz abgegeben w i r d . Dies hätte eine B e t o n u n g der langwel l igen F luoreszenz z u r Folge , die i m 
E x p e r i m e n t nicht a u f t r i t t . A l s mögliche Erklärung führen R . S p a r r o w et a l . eine O x i d a t i o n 
v o n Antennenmolekülen d u r c h K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) a n , die z u einer U n t e r b r e c h u n g 
des Energietransfers führt. E i n Verg le i ch m i t den S p e k t r e n n a c h einer 15 n s - A n r e g u n g (ohne 
Z u s a t z v o n O x i d a t i o n s m i t t e l ) läßt j edoch den Schluß z u , daß die A b n a h m e der E m i s s i o n i m 
roten Spektra lbere i ch au f eine effektive Unterdrückung der F luoreszenz d u r c h den ox id i e r ten 
primären D o n o r zurückzuführen i s t . Hinweise au f einen derart igen Quenchingprozeß durch 
P 7 0 0 + w u r d e n auch v o n anderen A r b e i t s g r u p p e n gefunden ( z . B . I . Heegami, 1976; D . R . 
K l u g et a l . , 1989). E i n möglicher Einfluß der be i diesen Untersuchungen b e n u t z t e n O x i d a -
t i o n s m i t t e l k a n n aber n icht ausgeschlossen werden , sodaß diese Eigenschaf t des ox id i e r ten 
primären Donors bisher nicht e indeut ig bestätigt w u r d e . Für Heliobacterium chlorum k o n n -
ten G . D e i n u m et a l . (1991) zeigen, daß der d u r c h eine B l i t z l i c h t a n r e g u n g ox id ier te primäre 
D o n o r die F luoreszenz besser quencht als der reduz ierte . Diese Eigenschaft v o n P S I u n d 
dem Reakt ionszentren v o n H. chlorum stel lt möglicherweise einen Schutzmechanismus gegen 
Beschädigungen des Photosys tems d u r c h überhöhte Anregungsenerg ien dar ( G . D e i n u m et 
a l . , 1991). 
Z u m spektralen u n d ze i t l i chen V e r h a l t e n der F luoreszenz v o n P S I -Reakt i onszentren i m Ze i t -
bereich t > 100 ns können d a m i t folgende Ergebnisse festgehalten werden : 
• P h o t o s y s t e m I v o n Sp inat u n d v o n A. variabilis zeigen das gleiche V e r h a l t e n . 
• E i n e verzögerte Fluoreszenz k a n n b e i m P h o t o s y s t e m I n icht beobachtet werden. D i e 
Untersuchungen w u r d e n dazu m i t Anregungspu lsen v o n unterschiedl icher Länge bis i n 
den Zei tbere ich v o n 0.5 ms ausgedehnt. 
• D u r c h die A n r e g u n g m i t e inem 15 ns -Laserpuls werden alle i n der P r o b e bef indl ichen 
Reakt ionszentren ox id ier t . 
• D e r Einfluß der ox id ier ten Reakt i onszent ren führt z u einer B l a u v e r s c h i e b u n g des F l u o -
reszenzmaximums u m 4 n m auf 676 n m . D i e re lat ive Intensität i m ro ten Spektra lbere i ch 
(700 bis 750 n m ) ist gegenüber reduz ier ten P r o b e n v e r m i n d e r t . 
• D e r oxidierte primäre D o n o r des P h o t o s y s t e m s I unterdrückt die F luoreszenz m i n d e -
stens ebenso gut wie der reduzierte . 
6.2 Fluoreszenz im sub-ns-Zeitbereich 
Z u r B e s t i m m u n g des Fluoreszenzverhal tens i m sub-ns -Ze i tbere i ch w u r d e n A b k h n g k u r v e n bei 
verschiedenen Emissionswehenlängen gemessen. D i e für die Durchführung u n d A u s w e r t u n g 
der E x p e r i m e n t e wicht igen P u n k t e seien i m folgenden k u r z zusammengefaßt: 
- D ie A n r e g u n g erfolgte m i t 200 ps -Laserpu l sen be i A , ^ = 496^5 n m . 
- Für die Untersuchungen w u r d e n v o r n e h m l i c h P S I - R e a k t i o n s z e n t r e n von A. variabilis be-
n u t z t . A n P S I - P r o b e n aus Spinat w u r d e n Vergle ichsmessungen be i ausgewählten Probenbe -
dingungen durchgeführt. 
- U m eine qua l i ta t ive Aussage über das T e m p e r a t u r v e r h a l t e n m a c h e n z u können, w u r d e n 
Messungen sowohl bei ca . 255 K als auch bei ca . 115 K durchgeführt. 
- D ie Meßkurven geben das F luoreszenzabkhngen i m Ze i tbere ich v o n 0 bis 40 ns nach der 
A n r e g u n g wieder. E i n V o r l a u f von e t w a 10 ns vor dem A n r e g u n g s p u l s w u r d e zur B e s t i m m u n g 
der D u n k e l r a t e mi t reg i s t r i e r t . 
- D i e A u s w e r t u n g des F luoreszenzabkhngens erfolgte d u r c h die B e s t i m m u n g der A b k h n g z e i -
ten . Sie ergeben sich aus der A n p a s s u n g von zwei E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n an die Meßkurve, 
wobei durch eine Fa l tungsoperat i on die endl iche B r e i t e des Anregungspu lses berücksichtigt 
wurde (vg l . K a p . 4.4.4). 
- Für die A u s w e r t u n g werden neben den charakter is t i schen Ze i t en T\ u n d r 2 der E x p o n e n t i a l -
funkt ionen vor a l l em die zeithche E n t w i c k l u n g der S p e k t r e n , wie sie i n den 3-dimensionalen 
Darste l lungen zu A u s d r u c k k o m m t , herangezogen. 
- D e r Fehler bei der B e s t i m m u n g von T\ beträgt ± 75 ps , für r 2 ergibt s ich ± 0.5 ns. 
U m eine irreversible P h o t o o x i d a t i o n der i n der P r o b e bef indl i chen Reakt i onszent ren durch zu 
hohe W i e d e r h o l r a t e n z u vermeiden, w u r d e n zuerst die für die Durchführung der U n t e r s u c h u n -
gen geeigneten W i e d e r h o l r a t e n e r m i t t e l t . B e i den Messungen i m höheren T e m p e r a t u r b e r e i c h 
konnte ke in Untersch ied i m s pe kt ra l e n u n d ze i t l i chen V e r h a l t e n zwischen A n r e g u n g e n mi t 
einer W i e d e r h o l r a t e v o n 4.1 k H z u n d 41.0 k H z festgestellt werden . B e i 120 K zeigten einige 
P r o b e n eine überproportionale Verstärkung der E m i s s i o n i m Bere i ch 676 bis 680 n m nach 
A n r e g u n g m i t 41.0 k H z W i e d e r h o l r a t e , was a u f einen deut l i chen A n t e i l an ox id ier ten Reak-
t ionszentren schließen läßt. D a h e r w u r d e n be i diesen T e m p e r a t u r e n die Messungen m i t einer 
W i e d e r h o l r a t e v o n 4.1 k H z durchgeführt. 
D a die E x p e r i m e n t e unter s tark reduz ierenden B e d i n g u n g e n n u r be i e inem p H - W e r t v o n > 10 
durchgeführt werden können, d .h . m i t G l y c i n - P u f f e r als M e d i u m , wurde zusätzlich abgeklärt, 
ob die be iden hier verwendeten Pufferlösungen ( G l y c i n - b z w . T T - P u f f e r ) z u Veränderungen 
des spektra len oder ze i t l i chen Verha l tens führen. D e r a r t i g e Veränderungen waren jedoch 
nicht z u beobachten. 
A u s a p p a r a t i v e n Gründen war eine Verg le i chbarke i t der exper imente l len Ergebnisse nur 
gewährleistet, wenn eine Meßreihe, d .h . e in Satz v o n A b k l i n g k u r v e n be i verschiedenen W e l -
lenlängen, a n einer P r o b e gemessen w u r d e . A u f g r u n d der sehr ger ingen Fluoreszenzintensität 
i m Bere i ch A e m > 740 n m dauerte eine derart ige Meßreihe ca . 4 h . In Voruntersuchungen 
wurde daher e r m i t t e l t , inwiewei t über diesen Z e i t r a u m h inweg P r o b e n d e g r a d a t i o n e i n t r i t t . 
D . F . B o c i a n et a l . (1987) ber i chten be i E x p e r i m e n t e n an R e a k t i o n s z e n t r e n v o n P u r p u r b a k -
terien von einer begrenzten Stabilität der P r o b e n . D u r c h eigene K o n t r o l l s p e k t r e n , die vor 
u n d nach jeder Meßreihe au fgenommen w u r d e n , w u r d e das Ausmaß der Probenschädigung 
durch die L a s e r b e s t r a h l u n g abgeschätzt. D i e Gesamtintensität verr ingerte s ich nach den 
Meßreihen n u r u m ca . 10 % , u n d z w a r gleichmäßig über das ganze S p e k t r u m h inweg . D a 
sich z u d e m die A b k l i n g z e i t e n b e i K o n t r o l l m e s s u n g e n nicht veränderten, wurde der d u r c h eine 
P r o b e n d e g r a d a t i o n hervorgerufene Ef fekt als vernachlässigbar angesehen. 
I m Folgenden werden zuerst die Ergebnisse b e i verschiedenen Redoxzuständen des R e a k t i -
onszentrums vorgestel lt . D i e D i s k u s s i o n erfolgt d a n n i n e inem zwei ten S c h r i t t , d a eine Inter-
pre ta t i on der A b k l i n g z e i t e n u n d S p e k t r e n nur unter Berücksichtigung der unterschiedl ichen 
Redoxzustände möglich i s t . 
6.2.1 Ze i taufge lös te S p e k t r e n u n d A b k l i n g v e r h a l t e n 
P r o b e n ohne Zusatz 
D i e A b k l i n g k u r v e n wurden i m A b s t a n d von l O n m aufgenommen. I n der ersten d r e i d i -
mensionalen D a r s t e l l u n g s ind zur V e r d e u t l i c h u n g des Ver fahrens bei dre i Wehenlängen die 
Meßpunkte mi t eingetragen (s. A b b . 6.7). A u s programmtechn i s chen Gründen mußte für 
den ze i t l i chen A b s t a n d der querverlaufenden L i n i e n (Spektren) e in W e r t v o n 400 ps gewählt 
werden . 
A b b . 6.7: Zeitaufgelöste Fluoreszenz v o n P S I - R e a k t i o n s z e n t r e n (A. 
variabilis ) be i 258 K 
D a s F luoreszenzverhal ten von P S I - R Z von A. variabilis w i r d bei 258 K d u r c h e in sehr breites 
M a x i m u m u m 680 n m bes t immt ( A b b . 6.7). Dieses M a x i m u m verändert seine Lage über den 
ganzen Beobachtungsze i t raum hinweg n i cht . Zwischen 700 u n d 720 n m ist e in M i n i m u m 
(Satte l ) z u erkennen, während bei 730 n m ein N e b e n m a x i m u m a u f t r i t t . D e r A n s t i e g der 
F luoreszenz erfolgt bei al len Wehenlängen gle ich, die m a x i m a l e Intensität w i r d z u m selben 
Z e i t p u n k t erreicht. 
A b b . 6.9: TX v o n P S I -Reakt i onszent ren (A. variabilis ) bei 258 K u n d 
117 K ( A n = ± 75 ps) 
E i n e Abkühlung auf 117 K führt z u deutl ichen Veränderungen des spektra len Verha l tens 
( A b b . 6.8). D a s H a u p t m a x i m u m hegt nicht mehr e indeutig bei 680 n m , sondern es verbre i -
tert sich au f den Bere i ch 680 - 690 n m . Während die Intensität bei 670 n m noch den gleichen 
B e t r a g wie be i 258 K h a t , erfolgt i m M a x i m u m eine Erhöhung u m den F a k t o r 3. Zwis chen 
680 u n d 720 n m n i m m t die Intensität ab u n d bei 730 n m ist ein P l a t e a u z u erkennen. E i n 
Satte lbere ich wie bei der höheren T e m p e r a t u r t r i t t nicht auf. Zwischen 730 u n d 740 n m fällt 
die Intensität s tark ab . 
D e r A n s t i e g der F luoreszenz erfolgt über alle Wehenlängen hinweg nicht z u m gleichen Ze i t -
p u n k t , sondern setzt zwischen 700 u n d 720 n m m i t einer ze i thchen Versch iebung e in . D i e 
m a x i m a l e Intensität w i r d hier ca . 0.4 ns später erreicht als be i 680 n m . D i e K u r v e be i 730 
n m erreicht dagegen das M a x i m u m gleichzeit ig m i t der bei 680 n m . 
Das V e r h a l t e n au f der bezüglich der Zeitachse abfal lenden Seite der Meßkurven w i r d d u r c h 
die A b k h n g z e i t e n T\ u n d r 2 beschrieben. 
B e i 258 K var i ier t T\ zwischen 1.2 u n d 1.6 ns, wobei der größte W e r t bei 670 n m erreicht w i r d 
( A b b . 6.9). M i t steigender Wehenlänge n i m m t Ti ab bis z u m kle insten W e r t be i 690 n m . I m 
langwel l igen B e r e i c h ab ca . 740 n m hegt sie be i e twa 1.5 ns. 
B e i 117 K zeigt sich i m kurzwel l igen Bere ich ein umgekehrtes V e r h a l t e n . V o m niedr igsten 
W e r t be i 670 n m (1.1 ns) steigt T\ a n , erreicht bei 710 n m 1.8 ns u n d fällt anschließend ab 
auf W e r t e v o n 1.4 bis 1.5 ns bei A ^ > 740 n m . 
B e i den a n P S I - R Z v o n S p i n a t durchgeführten Vergleichsmessungen ergibt s i ch für Tj be i 
258 K ein W e r t von 1.7 ns , wobei i m R a h m e n der Meßgenauigkeit keine V a r i a t i o n m i t der 
Wehenlänge beobachtet w i r d . B e i 117 K steigt T\ v o n 1.5 ns (670 n m ) au f 2.1 ns (710 n m ) 
kont inu ie r l i ch a n u n d b le ibt für A e m > 710 n m be i diesem W e r t . 
A e m / n m 670 680 690 700 710 720 730 740 750" 760 780 800 
r 2 / n s 
( T = 258 K ) 
3.2 3.4 3.1 3.3 3.2 3.4 3.3 3.2 3.3 3.4 3.4 3.7 
r 2 / n s 
( T • 117 K ) 
3.5 3.5 3.4 3.6 4.0 3.7 3.6 3.6 3.7 3.5 3.6 3.6 
Tabe l l e 6.1: A b k h n g z e i t r 2 von P S I -Reakt ionszentren (A. variabilis ) 
i n Abhängigkeit v o n der Wehenlänge be i zwei T e m p e r a t u r e n 
( A t 2 = ± 0.5 ns) 
D i e für r 2 errechneten W e r t e werden analog z u m vorherigen K a p i t e l tabe l lar i s ch wiederge-
geben ( T a b . 6.1). E i n e s igni f ikante Abhängigkeit von der Wehenlänge oder der T e m p e r a t u r 
konnte n icht festgesteht werden . D i e Wer te hegen zwischen 3.0 u n d 4.0 ns. 
R e d u z i e r t e s P S I 
D a die U n t e r s u c h u n g e n i m ns- u n d j i s -Zei tbere ich zeigten, daß e in A n t e i l an ox id i e r ten 
R e a k t i o n s z e n t r e n be i den P r o b e n ohne Zusätze nicht ausgeschlossen werden k a n n , w u r d e n 
M e s s u n g e n m i t verschiedenen R e d u k t i o n s m i t t e l n durchgeführt. D u r c h Ascorbinsäure bzw . 
N a t r i u m d i t h i o n i t be i p H 8.1 w i r d der primäre D o n o r reduz ier t . D a b e i ergaben s ich keine 
Veränderungen z u den i m obigen A b s c h n i t t beschriebenen Spektren u n d A b k l i n g z e i t e n . 
E r s t unter s t a r k reduzierenden Bed ingungen , d .h . der Zugabe von N a t r i u m d i t h i o n i t be i p H 
10.5, konnte e in anderes V e r h a l t e n beobachtet werden. S t a r k reduzierende B e d i n g u n g e n be-
deutet , daß neben d e m primären D o n o r auch die t e rmina len F e S - A k z e p t o r e n FA u n d Fß 
reduziert werden . Dies ist möglich au fgrund der pH-Abhängigkeit des Redoxpotent ia l es v o n 
N a t r i u m d i t h i o n i t . 
B e i 258 K weist die dre idimensionale Dars te l lung der A b k l i n g k u r v e n e in M a x i m u m bei 680 
n m auf. I m Verg le i ch zur P r o b e ohne Zusätze ist eine deutl iche Verschmälerung des M a -
x i m u m s festzuste l len . D i e Intensität liegt u m ca . 2 0 % über der ohne Zusätze. E i n zweites 
M a x i m u m t r i t t unter s tark reduzierenden Bed ingungen nicht auf. D i e Intensität fällt v o m 
M a x i m u m her auf der langwel l igen Seite bis 700 n m kont inu ier l i ch a b , d e m sich bis 740 
n m ein P l a t e a u b e r e i c h anschließt. U b e r den ganzen Wellenlängenbereich h inweg w i r d das 
Intensitätsmaximum z u m gleichen Ze i tpunkt erreicht. 
A b b . 6.10: Zeitaufgelöste Fluoreszenz v o n P S I -Reakt i onszent ren (Ä. 
variabilis ) unter s tark reduzierenden Bed ingungen be i 258 K 
A b b . 6.11: Zeitaufgelöste F luoreszenz von P S I -Reakt ionszentren (A. 
variabilis ) u n t e r s tark reduz ierenden Bed ingungen bei 123 K 
D i e i m tieferen T e m p e r a t u r b e r e i c h durchgeführte M e s s u n g (hier be i 123 K , A b b . 6.11) weist 
die gleichen C h a r a k t e r i s t i k a au f wie die entsprechende Meßreihe ohne Zusätze (vg l . A b b 6.8). 
B e i 680 - 690 n m t r i t t e in breites M a x i m u m auf. D i e Intensität l iegt auch i n diesem F a l l u m 
einen F a k t o r 3 über derjenigen be i 258 K . D e r P la teaubere i ch a u f der langwel l igen F l a n k e des 
M a x i m u m s verläuft zwischen 700 u n d 730 n m . Zwischen 690 u n d 720 n m ist zu erkennen, 
daß die m a x i m a l e Intensität ca . 400 ps später erreicht w i r d als be i 680 bzw . 730 n m . 
D e n V e r l a u f der A b k l i n g z e i t T\ bei den zwei T e m p e r a t u r e n zeigt A b b . 6.12. B e i 258 K liegt T\ 
nahezu kons tant be i 1 ns. D a s F luoreszenzabk l ingen ist d a m i t deut l i ch schneller als bei den 
P r o b e n ohne Zusätze, was auch aus d e m Verg le i ch der dre id imensionalen Spektren deut l i ch 
w i r d . 
Für 123 K weist r t ein anderes V e r h a l t e n auf. V o n 1 ns bei 670 n m steigen die W e r t e 
k o n t i m u i e r l i c h a n , bis be i 710 n m ein M a x i m a l w e r t von 2.0 ns erreicht w i r d . I m langwel l igen 
Bere i ch m i t A e m > 710 n m bewegt s ich r i zwischen 1.5 u n d 2.0 ns . 
Untersuchungen an P S I - R Z von S p i n a t unter s tark reduzierenden Bed ingungen erbrach -
ten e in v o n der Tendenz her analoges E r g e b n i s . B e i 258 K ergibt sich ein über den W e l -
lenlängenbereich von 670 bis 840 n m konstanter W e r t v o n 1.6 ns , während be i 108 K ein 
A n s t i e g v o n T\ zwischen 670 (1.5 ns) u n d 710 n m (3.0 ns) beobachtet w i r d . Anschließend 
fällt r i auf W e r t e zwischen 2.0 u n d 2.5 ns ab . 
T a b . 6.2 gibt den V e r l a u f v o n r 2 bei den hier gemessenen T e m p e r a t u r e n wieder. r 2 var i iert 
bei 258 K nur wenig . D i e W e r t e l iegen zwischen 2.5 u n d 3.0 ns. B e i 123 K ist eine größere 
2.5 
1.5 
0.5 
o 258 K 
* 123K 
700 750 800 
Wellenlänge/nm 
A b b . 6.12: TX von P S I -Reakt ionszentren (A. variabilis ) u n t e r s t a r k 
reduzierenden Bed ingungen bei 258 K u n d 123 K (ATI = ± 75 ps) 
V a r i a t i o n z u beobachten , die j edoch nicht signif ikant i s t , d a der Fehler i n der A u s w e r t u n g bei 
dieser M e s s u n g größer angesetzt werden muß ( ± 0.75 ns ) . D e r größere Fehler ist bei dieser 
Meßreihe bed ingt durch die e x t r e m niedrigen A b s o l u t w e r t e der F luoreszenz i m auslaufenden 
Bere ich der A b k l i n g k u r v e n . D a d u r c h war eine e indeutige A n p a s s u n g der F i t k u r v e n i cht 
möghch. Sowoh l der x 2 - P a r a m e t e r , als auch der Res iduenp lo t veränderten s ich be i V a r i a t i o n 
von r 2 n u r sehr wenig . I m M i t t e l hegt r 2 hier be i ca . 4 ns . 
A e m / n m 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 780 800 
r 2 / n s 
( T = 258 K ) 
2.3 3.0 2.7 2.8 2.6 2.6 2.8 2.9 2.6 2.8 2.8 2.8 
7-2/ns 
( T = 123 K ) 
3.2 3.1 3.4 3.7 4.7 4.2 3.7 4.4 4.4 4.2 3.6 4.2 
Tabe l le 6.2: A b k h n g z e i t r 2 v o n P S I - R e a k t i o n s z e n t r e n (A. variabilis ) 
unter s tark reduzierenden B e d i n g u n g e n i n Abhängigkeit v o n der W e l -
lenlänge bei zwei T e m p e r a t u r e n , 
( A r 2 : ± 0.5 ns (bei 258 K ) b z w . ± 0.75 ns (be i 123 K ) ) 
O x i d i e r t e s P S I 
D i e chemische O x i d a t i o n des primären Donors z u P 700+ erfolgte m i t K a h u m h e x a c y a n o -
ferrat ( I I I ) . A u s a p p a r a t i v e n Gründen konnten be i 242 K n u r A b k h n g k u r v e n be i folgenden 
Wehenlängen gemessen werden: 680 n m , 700 n m , 710 n m , 720 n m , 740 n m , 760 n m . D i e 
übrigen i n A b b . 6.13 eingezeichneten A b k l i n g k u r v e n stel len In terpo la t i onen auf der Bas is der 
benachbarten K u r v e n dar . 
A b b . 6.13: Zeitaufgelöste F luoreszenz v o n ox id i e r ten P S I -Reakt i ons -
zentren (A. variabilis ) be i 242 K 
Für 242 K liegt das M a x i m u m bei 680 n m . A u f der langwel l igen F l a n k e n i m m t die Intensität 
kont inu ier l i ch bis 700 n m ab . D e r darauffolgende P la teaubere i ch ist deut l i ch kleiner als bei 
den P r o b e n ohne Zusätze. E r reicht hier nur bis 710 n m . D a n a c h s inkt die Intensität weiter 
ab. 
I m Vergle ich m i t den anderen P r o b e n ergibt s ich bei dieser T e m p e r a t u r eine V e r m i n d e r u n g 
der Intensität u m den F a k t o r 10. 
A b b . 6.14: Zeitaufgelöste F luoreszenz v o n ox id i e r ten P S I - R e a k t i o n s -
zentren (A. variabilis ) be i 113 K 
o 242 K 
-
» 113 K 
• 
• » 
e 
• • 
• 
— | — i — < — i — i — i — i — i i • 
700 750 800 
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A b b . 6.15: r x v o n ox id i e r ten P S I - R e a k t i o n s z e n t r e n (A. variabilis ) be i 
2 4 2 K u n d 113 K ( A t , = ± 75 ps) 
B e i 113 K wurde ein vollständiger Satz von A b k l i n g k u r v e n gemessen. A b b . 6.14 zeigt i n 
dreidimensionale D a r s t e l l u n g den zei t l i chen V e r l a u f der E m i s s i o n . D a s M a x i m u m ist hier 
gegenüber den bei anderen P r o b e n gewonnenen Ergebnissen ( v g l . ohne Zusätze, b z w . unter 
reduzierenden Bedingungen) z u kürzeren Wellenlängen h i n verschoben. E s l iegt be i 680 n m , 
wobei die K u r v e bei 670 n m i m Gegensatz z u den Messungen be i r eduz i e r t em primären D o n o r 
eine nur u m ca . 1 0 % geringere Maximalintensität erreicht . A u f der langwel l igen F l a n k e 
erfolgt ein starker A b f a l l zwischen 680 u n d 700 n m . B e i 710 n m ist e in schwach ausgeprägtes 
N e b e n m a x i m u m zu erkennen. Z u längeren Wellenlängen h i n (> 710 n m ) n i m m t die Intensität 
ab . 
Insgesamt gesehen liegen die Intensitäten u m c a . einen F a k t o r 5 unter den entsprechenden 
der anderen P r o b e n . 
D i e M a x i m a l w e r t e der A b k l i n g k u r v e n werden be i a l len Wellenlängen z u m gleichen Z e i t p u n k t 
erreicht. E i n e zeitl iche Versch iebung der K u r v e n gegeneinander, wie be i den anderen P r o b e n , 
k a n n hier nicht festgestellt werden. 
A e m / n m 670 680 690 700 710 720 730 740 760 780 800 
r 2 / n s 
( T = 258 K ) 
- 3.2 - 3.2 3.2 3.3 - 3.1 3.2 - -
r 2 / n s 
( T = 113 K ) 
3.6 3.3 3.1 3.5 3.7 3.7 3.4 3.4 3.2 3.4 3.7 
Tabel le 6.3: A b k l i n g z e i t r 2 von ox id ier ten P S I - R e a k t i o n s z e n t r e n (A. 
variabilis ) i n Abhängigkeit v o n der Wellenlänge be i zwei T e m p e r a t u r e n 
( A r 2 = ± 0.5 ns) 
D i e A b k l i n g z e i t T\ vari iert zwischen 1.2 u n d 1.6 ns ( A b b . 6.15). O b w o h l die W e r t e für 242 K 
über denjenigen bei 113 K l iegen, k a n n i m R a h m e n der Meßgenauigkeit v o n einer guten 
Übereinstimmung gesprochen werden. B e i 720 n m w i r d i n be iden Fällen e in m a x i m a l e r W e r t 
erreicht (1.6 ns bzw . 1.5 ns) . I m Vergle ich z u den A b k l i n g z e i t e n be i der P r o b e ohne Zusätze 
fällt die kleinere Schwankungsbrei te auf. 
D i e W e r t e für die A b k l i n g z e i t r 2 s ind i n T a b . 6.3 aufgel istet . A h n l i c h wie be i den übrigen 
P r o b e n liegen sie e twa bei 3.5 ns. 
6.2.2 D i s k u s s i o n - A n r e g u n g s t r a n s f e r i m P h o t o s y s t e m I 
Einfluß des o x i d i e r t e n primären D o n o r s 
D i e ox id ier ten P r o b e n weisen eine i m Verg le i ch z u den anderen P r o b e n s tark verminderte 
Intensität auf. D a s H a u p t m a x i m u m ist z u d e m etwas z u kürzeren Wellenlängen h i n verscho-
ben . D a bei diesen U n t e r s u c h u n g e n der primäre D o n o r i m Z u s t a n d P 7 0 0 + vor l iegt , kann die 
Ursache für diese Intensitätsabnahme nicht i n e inem Quenchingprozeß d u r c h L a d u n g s t r e n -
n u n g l iegen. A u s den M e s s u n g e n muß daher der Schluß gezogen werden , daß der oxidierte 
primäre D o n o r eine effektive 'Energ iesenke ' ( T r a p ) für die Anregungsenergie darsteht . Z u m 
gleichen Ergebn i s führten die i m A b s c h n i t t 6.1 d i skut i e r t en Untersuchnungen i m ns- u n d 
i ts -Ze i tbere ich . 
Diese hohe 'Quench ing ' -E f f i z i enz i m ox id ier ten Z u s t a n d ist nicht nur i m P S I zu f inden. G . 
D e i n u m et a l . (1991) fanden bei F luoreszenzuntersuchungen a n M e m b r a n e n v o n Heliobacte-
rium chlorum, daß der primäre D o n o r P 798 die F luoreszenz i m ox id ier ten Z u s t a n d besser 
unterdrückt als i m reduz ie r ten . D e r gleiche Ef fekt k a n n hier beobachtet werden. B e i 242 K 
vermindert sich die Emissionsintensität u m einen F a k t o r 10, be i 113 K u m einen F a k t o r 5. 
E i n Einfluß des O x i d a t i o n s m i t t e l s Kahumhexacyanoferrat ( in) k a n n nicht vohständig ausge-
schlossen werden , j edoch zeigen die i m le tz ten A b s c h n i t t d i s k u t i e r t e n Spekt ren ein ident i -
sches V e r h a l t e n . B e i diesen erfolgte die O x i d a t i o n des primären Donors photochemisch . E i n e 
d irekte Beeinflußung des Prozesses d u r c h K a l i u m h e x a c y a n o f e r r a t ( I I I ) erscheint d a m i t sehr 
unwahrsche in l i ch . U m auch eine mögliche Veränderung des P r o t e i n s m i t dem p H - W e r t als 
Ursache auszuschheßen, w u r d e n die E x p e r i m e n t e be i zwei p H - W e r t e n ( p H 8.1 u n d p H 10.5) 
durchgeführt. I n a l l en Fällen ergab s ich eine V e r m i n d e r u n g der Fluoreszenzintensität. 
D i e hier durchgeführten E x p e r i m e n t e erbr ingen daher den Nachweis , daß der oxidierte primäre 
D o n o r P 7 0 0 + die F luoreszenz b e i m C y a n o b a k t e r i u m A. variabilis besser unterdrückt als der 
reduzierte . 
In der dre id imens iona len D a r s t e l l u n g der M e s s u n g be i 113 K ( A b b . 6.14) erkennt m a n be i 
690 n m einen A b f a l l der Intensität verg l i chen m i t d e m Intensitätsverlauf be i den anderen P r o -
ben ( B l a u V e r s c h i e b u n g des M a x i m u m s be i den ox id ier ten P r o b e n ) . D a z u d e m die A b k h n g z e i t 
Ti an dieser Stehe den m i n i m a l e n W e r t aufweist ,d .h . der Anregungst rans fer läuft hier sehr 
schnell ab , hande l t es dabe i wahrsche in l i ch u m den Wehenlängenbereich, i n dem das A b s o r b -
t i o n s m a x i m u m v o n P 7 0 0 + hegt . D ies steht i n guter U b e r e i n s t i m m u n g m i t Untersuchungen 
von H . Schaffernicht u n d W . Junge (1981) , die z u r Erklärung des Fluoreszenzverhaltens be i 
ox id ier tem primären D o n o r e in A b s o r b t i o n s m a x i m u m v o n P 7 0 0 + i m Bere i ch der A n t e n n e n -
chlorophyl le vorschlugen . 
Für die in u i v o - S i t u a t i o n der P h o t o s y s t e m e steht diese hohe Quenchingeff iz ienz möglicher-
weise einen Schutz vor Photoschädigung des R e a k t i o n s z e n t r u m s dar ( G . D e i n u m et a l . , 1991). 
D ie A n r e g u n g k a n n i m ox id i e r ten (geschlossenen) Z u s t a n d des R Z sehr effektiv abgeleitet wer-
den, ohne unerwünschte, d .h . schädigende Prozesse z u begünstigen. A l s weitere Konsequenz 
ergibt s i ch , daß in vivo zwischen den e inzelnen P S I - E i n h e i t e n ke in Anregungstrans fer s t a t t -
f inden k a n n , d a die hohe Einfangef f iz ienz der geschlossenen Z e n t r e n z u einer Verr ingerung 
der Photosynthesera te führen würde. E i n e derart ige 'Verknüpfung' von Photosynthesezen-
tren w i r d zur Ze i t i m Z u s a m m e n h a n g m i t M o d e h e n über die O r g a n i s a t i o n der Zentren i n 
der M e m b r a n d i s k u t i e r t ( v g l . d a z u K a p . 2.2, ' l a k e ' - M o d e l l ) . I m Gegensatz dazu schlössen 
b e i m P S II L . V a l k u n a s et a l . (1992) aus Veränderungen der F l u o r e s z e n z i n d u k t i o n s k u r v e n 
bei D o p p e l p u l s e x p e r i m e n t e n a u f einen Anregungst rans fer zwischen den e inzelnen Zentren i m 
Sinne des ' l a k e ' - M o d e l l e s . 
A u f b a u der K e r n a n t e n n e i m P S I 
D a s Fluoreszenzverhal ten der P r o b e n ohne Zusätze u n d unter reduz ierenden B e d i n g u n g e n 
weist folgende gemeinsame C h a r a k t e r i s t i k a auf: 
• D i e S p e k t r e n verändern sich bei unterschied l i chem L a d u n g s z u s t a n d des R e a k t i o n s z e n -
t r u m s . D a s i n A b b . 6.7 auftretende N e b e n m a x i m u m be i 730 n m ist unter s tark r e d u -
zierenden Bed ingungen bei gleicher T e m p e r a t u r n icht z u beobachten ( A b b . 6.10). 
• D a s H a u p t m a x i m u m der E m i s s i o n verschiebt sich be i t iefen T e m p e r a t u r e n i n den lang -
well igen B e r e i c h . 
• D e r P la teaubere i ch endet be i 730 n m . Entweder t r i t t h ier noch e in N e b e n m a x i m u m 
auf, oder es erfolgt ein starker A b f a l l der Intensität. 
• D i e A b k l i n g z e i t T\ l iegt i n der Größenordnung v o n 1 bis 2 ns . 
E i n Verg le i ch der A b k l i n g z e i t e n m i t den i n K a p . 2.4.2 zusammengefaßten L i t e r a t u r d a t e n 
erg ib t , daß das i n dieser A r b e i t untersuchte F luoreszenzabk l ingen nicht v o m d i rekten A n r e -
gungstransfer i n der A n t e n n e z u m primären D o n o r herrührt. D i e für diesen Prozeß e r m i t t e l -
t e n charakter is t i schen Zeiten liegen zwischen 50 u n d 100 ps (s. K a p . 2.4.2). E i n e E r f a s s u n g 
v o n derart k u r z e n Ze i ten ist m i t der hier benutz ten A p p a r a t u r n icht möglich. A b k l i n g k o m -
ponenten m i t charakter is t ischen Ze i ten v o n e inigen 100 ps bis i n den n s - B e r e i c h w u r d e n an 
P S I -Reakt ionszentren jedoch auch v o n anderen A r b e i t s g r u p p e n gefunden ( z . B . : T . J . Owens 
et a l . , 1988 u n d 1989; A . R . H o l z w a r t h et a l . , 1990). Sie werden der E m i s s i o n aus A n t e n n e n -
komplexen zugeschrieben, die keine funkt iona le V e r b i n d u n g m i t d e m primären D o n o r u n d 
der A k z e p t o r k e t t e aufweisen. D i e F luoreszenz k a n n nicht d u r c h eine L a d u n g s t r e n n u n g ge-
quencht werden u n d k l i n g t daher m i t der angenommenen Lebensdauer v o n P i g m e n t - P r o t e i n -
K o m p l e x e n ab . E i n e eingehendere D i s k u s s i o n dieser F l u o r e s z e n z k o m p o n e n t e , insbesondere 
Temperaturabhängigkeit oder Einflüsse von R e d o x m i t t e l , f indet s i ch i n den oben angeführten 
A r b e i t e n n i ch t . 
N a c h den hier vorl iegenden Ergebnissen muß diese In te rpre ta t i on i n Zwei fe l gezogen werden . 
D i e chemische R e d u k t i o n oder O x i d a t i o n des primären D o n o r s führt z u Veränderungen der 
F luoreszenz , wie die A b b . 6.10 u n d 6.13 zeigen. Dieses V e r h a l t e n ist n i cht konsistent m i t 
d e m oben erwähnten M o d e l l , d a bei einer A b t r e n n u n g v o n primären D o n o r u n d A k z e p t o r -
kette keine Beeinf lussung erfolgen k a n n . 
B e i den P r o b e n ohne Zusätze u n d m i t N a t r i u m d i t h i o n i t führt außerdem eine E r n i e d r i g u n g 
der T e m p e r a t u r z u e inem langsameren Anst i egs - u n d A b k l i n g v e r h a l t e n i m B e r e i c h 700 bis 720 
n m ( A b b . 6.8 u n d 6.11) gegenüber den benachbarten Wellenlängen. D e r Energieübertrag auf 
einen A b s o r b e r , der i n diesem Bere ich e m i t t i e r t , w i r d verschlechtert (Temperaturabhängigkeit 
des Förster-Mechanismus). B e i e inem A n t e n n e n k o m p l e x ohne A n b i n d u n g a n den primären 
D o n o r wäre eine kont in ie r l i ch zu größeren Wellenlängen h i n anwachsende V e r l a n g s a m u n g des 
Anregungstrans fers z u erwarten . Dies k a n n nicht beobachtet werden . E s muß s ich u m den 
Energieübertrag auf e in spezielles Molekül hande ln . N i m m t m a n eine Stokesverschiebung 
zwischen A b s o r p t i o n u n d E m i s s i o n von ca . 5 bis 7 n m a n , wie sie z . B . v o n G . Zucche l l i 
et a l . (1992) für Antennenp igmente e rmi t t e l t w u r d e , k a n n die E m i s s i o n i n diesem Bere i ch 
daher der p r o m p t e n Fluoreszenz aus dem primären D o n o r zugeschrieben werden . B e i einer 
A b s e n k u n g der T e m p e r a t u r w i r d der Anregungstrans fer ver langsamt (Förster-Mechanismus) , 
d a eine effiziente A n k o p p e l u n g des primären D o n o r s a n die A n t e n n e nicht m e h r gegeben i s t . 
In entsprechender Weise führt dies auch zu einer ze i t l i chen V e r s c h i e b u n g des F luoreszenzan -
stieges. 
D a r a u s fo lgt , daß die hier untersuchte F luoreszenz e inem Anregungstrans fer i n f u n k t i o n e l l 
i n t a k t e n R e a k t i o n s z e n t r e n zugeschrieben werden muß. E s könnte sich dabei u m eine A n -
regung h a n d e l n , die n a c h e inem e i n m a l i g e m E i n f a n g e n a m primären D o n o r , diesen wieder 
verlassen ha t u n d eine ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g i n der A n t e n n e ausführt. Diese ' r a n d o m -
w a l k ' - B e w e g u n g w i r d d u r c h die A b k h n g z e i t 1% charakter i s i e r t , während die zweite A b k l i n g -
komponente ( r 2 ) , ana log z u r D i s k u s s i o n i m l e t z t e n K a p i t e l , d e m F luoreszenzabk l ingen von 
nicht f u n k t i o n e l l e n A n t e n n e n s y s t e m e n zugeordnet w i r d . D i e an den P S I-Präparationen aus 
Sp inat e r m i t t e l t e n Ergebnisse s i n d konsistent m i t dieser In terpre ta t i on . D i e größere A n z a h l 
von A n t e n n e n p i g m e n t e n dieser P r o b e n äußert sich i n einer Verlängerung der A b k h n g z e i t T\. 
Für die i n den l e t z ten J a h r e n geführte D i s k u s s i o n über den Anregungstrans fer i m P S I (siehe 
dazu K a p . 2.2 u n d die dort z i t i e r t e n L i t e ra turs tehen ) ergibt s ich d a m i t e in ' t r a p l i m i t i e r t e r ' 
Anregungs t rans fe r i m P S I. D e r geschwindigke i tsbest immende Schr i t t b e i m Transfer u n d E i n -
fang einer A n r e g u n g ist das ' T r a p p e n ' a m primären D o n o r . D a n a c h k a n n die A n r e g u n g i n 
diesem M o d e l l den primären D o n o r wieder ver lassen. 
Die zeitaufgelösten S p e k t r e n i n der A b b . 6.7 geben d a m i t den Transfer der Anregungsenerg ie 
innerhalb der A n t e n n e wieder . D a s M a x i m u m bei 680 n m k a n n , wie bereits i n den vor -
hergehenden A b s c h n i t t e n d i s k u t i e r t , der E m i s s i o n aus der M e h r z a h l der Antennenmoleküle 
zugeordnet werden . Auffällig ist j edoch das N e b e n m a x i m u m bei 730 n m . E n t s p r e c h e n d der 
oben angeführten Stokesversch iebung v o n ca . 5 - 7 n m k a n n es n icht v o m primären D o n o r 
herrühren. E s hande l t s ich dabe i u m Fluoreszenz v o n e inem A n t e n n e n t e i l , der energetisch 
unter d e m primären D o n o r hegt . D i e E x i s t e n z einer derart igen A n t e n n e wurde v o n verschie-
denen A r b e i t s g r u p p e n p o s t u l i e r t ( z . B . B . P . W i t t m e r s h a u s et a l . , 1987, D . R . K l u g et a l . , 1989; 
R . S p a r r o w et a l . , 1990). I n der A r b e i t s g r u p p e v o n G . R . F l e m i n g w u r d e n F luoreszenzuntersu -
chungen i m T e m p e r a t u r b e r e i c h v o n 36 bis 295 K , sowie S i m u l a t i o n e n d a z u durchgeführt ( M . 
Werst et a l . , 1992; Y . J i a et a l . , 1992). D i e S imula t i onsrechnungen führten z u e inem M o d e l l , 
bei d e m die A n t e n n e n p i g m e n t e zufällig i m P r o t e i n verte i l t s i n d , d .h . keine ' f u n n e l ' - S t r u k t u r 
a u f t r i t t . Zusätzhch ist n o c h mindestens e in energetisch tiefer hegendes Antennenmolekül i n 
u n m i t t e l b a r e r Nachbarscha f t z u m primären D o n o r n o t w e n d i g , u m die Ergebnisse aus den 
F luoreszenzexper imenten s imul i e ren z u können. Für das C y a n o b a k t e r i u m Synechocystis sp. 
P C C 6803 ge lang B . P . W i t t m e r s h a u s et a l . (1992) der Nachwe i s , daß eine kle ine G r u p p e v o n 
P i g m e n t e n i n der K e r n a n t e n n e v o r k o m m t , deren energetische L a g e unterha lb des primären 
Donors anzus iede ln i s t . D a s F l u o r e s z e n z m a x i m u m l a g i n diesem F a l l be i 725 n m . 
N a c h den hier durchgeführten E x p e r i m e n t e weist das P S I v o n A. variabilis e inen f u n k t i o -
nell analogen A n t e n n e n t e i l auf. B e i 730 n m ist entweder e in N e b e n m a x i m u m z u beobachten 
( A b b . 6.7) , oder e in s igni f ikanter A b f a l l der Intensität z u größeren Wehenlängen h i n ( A b b . 6.8 
u n d 6.11), d .h . diese Wehenlänge m a r k i e r t die langwel l ige G r e n z e der A n t e n n e n e m i s s i o n . A u s 
dem Fehlen eines N e b e n m a x i m u m s be i der reduz ier ten P r o b e be i 258 K ( A b b . 6.10) k a n n 
geschlossen werden , daß i n d iesem F a l l der Transfer der Anregungsenergie z u m primären 
D o n o r m i t der gle ichen Geschwind igke i t abläuft wie der Trans fer zwischen einzelnen A n t e n -
nenp igmenten . D i e W e r t e v o n t i weisen i n diesem F a l l i n n e r h a l b der Meßgenauigkeit eine 
nur geringe V a r i a t i o n auf . D u r c h die chemische R e d u k t i o n w i r d sichergesteht, daß vor j e d e m 
Laserpuls al le Z e n t r e n i m r e d u z i e r t e n , d .h . aufnahmebere i ten Z u s t a n d s ind . B e i den P r o b e n 
ohne Zusätze k a n n dies n i cht für alle Z e n t r e n a n g e n o m m e n werden . W i e die entsprechenden 
A b b i l d u n g e n zeigen, ist be i diesen P r o b e n z u d e m die Fluoreszenzintensität niedr iger als bei 
den reduz ier ten P r o b e n , d a ox id ier te R e a k t i o n s z e n t r e n die F luoreszenz v e r m i n d e r n . 
I m H i n b l i c k a u f e inen effizienten Anregungstransfer h i n z u m primären D o n o r erscheint e in 
A n t e n n e n p i g m e n t , dessen energetische Lage unter derjenigen v o n P 700 l iegt , wenig s innvo l l . 
I m Z u s a m m e n h a n g m i t den Ergebnissen anderer A r b e i t s g r u p p e n über den A n t e n n e n a u f b a u 
i m P S I w i r d seine 'biologische ' F u n k t i o n jedoch verständlich. T . G . Owens et a l . (1988 ,1989) 
u n d M . Wers t et a l . (1992) konnten aus zeitaufgelösten Fluoreszenzuntersuchungen an P S I-
Präparaten m i t unterschiedl icher Antennengröße schließen, daß die A n r e g u n g i n n e r h a l b der 
A n t e n n e au f e iner p s - Z e i t s k a l a homogen über die M e h r z a h l der Antennenmoleküle verte i l t 
w i r d . E i n e energetische A b s t u f u n g der P igmente h i n z u m primären D o n o r ( ' f unne l ' -Mode l l ) 
t r i t t b e i m P S I n icht auf. Z u m gleichen Ergebnis kamen J . W . Lee et a l . (1992) be i E x p e r i m e n -
t e n , i n denen sie die F luoreszenz der K e r n a n t e n n e v o n P S I d u r c h die Z u g a b e verschiedener 
C h i n o n e als Fluoreszenzqueneher var i i er ten . A u c h be i den i m K a p . 6.1 beschriebenen F l u o -
reszenzspektren be i 2 K w a r es nicht möglich, eine A u f s p a l t u n g des M a x i m u m s be i 680 n m 
i n mehrere L i n i e n z u beobachten, was a u f eine sehr effizienten u n d schnellen Energ ietrans fer 
i n der A n t e n n e schließen läßt. 
E i n e G l e i c h v e r t e i l u n g ( 'Verschmierung ' ) der Anregungsenergie über die gesamte räumliche 
A u s d e h n u n g der A n t e n n e würde die Trappingwahrsche in l i chke i t senken. D u r c h e in A n t e n -
nenmolekül, das i n u n m i t t e l b a r e r Nähe z u m primären D o n o r s i tz t u n d eine Energiesenke 
d a r s t e l l t , k a n n dies wieder ausgeglichen werden. U n t e r n o r m a l e n B e d i n g u n g e n ( R a u m t e m -
p e r a t u r ) reicht die thermische Energie aus , einen effizienten Transfer der A n r e g u n g z u m 
primären D o n o r z u gewährleisten. 
A u s dieser T h e o r i e erg ibt s ich , daß be i einer Verr ingerung der T e m p e r a t u r eine Verlängerung 
der A b k l i n g z e i t e n auf treten müßte. W i e die A b b . 6.9 u n d 6.12 zeigen, konnte dies i m E x p e -
r i m e n t beobachtet werden . 
D i e V a r i a t i o n v o n T\ m i t der Wellenlänge führt darüberhinaus z u d e m Schluß, daß die ' g l oba l 
a n a l y s i s ' - M e t h o d e ( J . R . K n u t s e n et a l . , 1983) be i der Berechnung der A b k l i n g z e i t e n n u r eine 
sehr ungenaue M e t h o d e darste l l t . 
A u s der I n t e r p r e t a t i o n v o n zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren u n d A b k l i n g z e i t e n k a n n d a -
m i t folgendes M o d e l l für den Anregungstransfer i m Kernbere i ch des P h o t o s y s t e m s I aufge-
stel l t werden : 
• D i e A n r e g u n g w i r d i n der K e r n a n t e n n e des Photosys tems I i n n e r h a l b v o n ps über die 
M e h r z a h l der Antennenmoleküle verte i l t . 
• D a s h ier untersuchte Fluoreszenzverhal ten ist auf den Anregungst rans fer i n A n t e n n e n -
k o m p l e x e n m i t funkt ione l ler A n b i n d u n g an den primären D o n o r zurückzuführen. 
• D e r Anregungs t rans fe r i n der K e r n a n t e n n e von P S I ist t r a p l i m i t i e r t . D i e A n r e g u n g 
k a n n den primären D o n o r wieder verlassen u n d führt eine ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g i n 
der A n t e n n e aus . 
• D i e charakter is t i sche Zeit für diese ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g l iegt für 258 K be i 1 ns. 
• I n u n m i t t e l b a r e r Nachbarschaft z u P 700 existiert eine kle ine A n z a h l v o n A n t e n n e n -
molekülen, deren energetische Lage unterhalb von P 700 anzus iede ln i s t . Diese u n -
terstützen v e r m u t l i c h den Anregungstransfer z u m primären D o n o r . 
• D e r ox id ier te primäre D o n o r , P 7 0 0 + , quencht die F luoreszenz besser als der r e d u -
z ierte , P 700. Diese F u n k t i o n stellt eine Schutzvorr i ch tung gegen Schädigungen d u r c h 
überschüssige Anregungsenerg ien dar . 

Kapitel 7 
Zusammenfassung 
D i e vorl iegende A r b e i t so l l zur Klärung der Primärprozesse i n den Photosynthesezentren von 
P f l a n z e n u n d B a k t e r i e n be i t ragen . Z u diesem Zweck wurde der Anregungs t rans fe r i n den 
A n t e n n e n k o m p l e x e n v o n P h o t o s y s t e m I u n d P h o t o s y s t e m II m i t zeitaufgelöster F luoreszenz -
spektroskopie i m ns - u n d sub-ns-Zei tbere ich untersucht . D i e be iden P h o t o s y s t e m e können 
v o n i h r e m A u f b a u her als membrandurchragende P i g m e n t - P r o t e i n - K o m p l e x e charakter i s i er t 
werden . Sie setzen s ich aus e inem A n t e n n e n s y s t e m u n d dem K e r n b e r e i c h m i t primärem E l e k -
t ronendonor u n d A k z e p t o r k e t t e z u s a m m e n . D i e Energie von e ingestrahl ten P h o t o n e n w i r d 
d u r c h die A n t e n n e n sehr effektiv z u m primären D o n o r , e inem spezie l len Chlorophyllmolekül, 
weitergeleitet . D ieser g ib t i m angeregten Z u s t a n d ein E l e k t r o n a n ein benachbartes Molekül 
ab . Z u r S t a b i l i s i e r u n g der L a d u n g s t r e n n u n g w i r d dieses E l e k t r o n au f einer n s - Z e i t s k a l a über 
die M e m b r a n h inweg verschoben. A m E n d e eines mehrstuf igen Prozesses erfolgt die S y n -
these v o n N A D P H u n d A T P , die für die übrigen i n der Pf lanzenzeUe ablaufenden R e a k t i o n e n 
benötigt werden . 
B e i der F luoreszenzspektroskop ie w i r d als 'Meßsonde' e in Verlustprozeß bei der A n r e g u n g s -
we i t e r l e i tung ausgenutz t . E s k o m m t daher z u keiner Störung des Untersuchungsob jektes 
( ' non - invas ive -method ' ) . D i e Messungen w u r d e n durchgeführt a n i n t a k t e n Ze l l en v o n Ana-
baena variabilis u n d Chlorella vulgaris, sowie a n C h l o r o p l a s t e n u n d P S I-Präparationen (aus 
S p i n a t u n d A. variabilis ). 
Für die hier vorgesehenen Untersuchungen mußte e in neuer Meßplatz aufgebaut werden . Z u r 
A n r e g u n g der P r o b e n w u r d e ein modengekoppelter Argonionenlaser verwendet . D i e H a l b -
wertsbre i te der P u l s e l a g bei < 200 ps . M i t Hi l fe eines C a v i t y - D u m p e r s konnte die W i e d e r -
ho l ra te var i ier t werden . B e i Messungen unterha lb von 200 K b e t r u g sie 4.1 k H z , ansonsten 
41.0 k H z . D i e D e t e k t i o n des Fluoreszenzsignales erfolgte m i t e inem P h o t o m u l t i p l i e r . Für 
die Meßwerterfassung wurde e in Z e i t - A m p l i t u d e n - K o n v e r t e r m i t e inem Pulshöhenanalysator 
b e n u t z t . D i e geringe Fluoreszenzintensität der P r o b e n schloß andere Ver fahren aus . I n V e r -
b i n d u n g m i t e inem bere i ts bestehenden Meßplatz konnten Prozesse bis i n den m s - Z e i t b e r e i c h 
untersucht werden . 
E i n e Z u s a m m e n s t e l l u n g der Ergebnisse findet sich auf den folgenden Sei ten . 
I n t a k t e Sys teme (A. variabilis, C. vulgaris u n d Chlorop las ten ) 
N a c h A n r e g u n g m i t e inem 200 p s - P u l s khngt die Fluoreszenz innerhalb von e t w a 15 ns bis auf 
die N u l l r a t e a b . E i n e verzögerte Fluoreszenz ist unter den hier gegebenen exper imente l l en 
B e d i n g u n g e n n i cht festzustehen. D i e quant i ta t i ve A u s w e r t u n g erfolgte d u r c h die A n p a s s u n g 
v o n zwei E x p o n e n t i a l f u n k t i o n e n m i t den charakter ist ischen Ze i ten T\ u n d r 2 a n das F l u o r e s -
zenzabkhngen . 
E i n F l u o r e s z e n z b e i t r a g von P S I konnte nicht ermit te l t werden. Z u r Überprüfung dieser 
Aussage w u r d e n umfangre iche Messungen vorgenommen, bei denen der L a d u n g s z u s t a n d der 
A k z e p t o r k e t t e d u r c h Photosynthesegi f te ( D C M U ) oder R e d o x m i t t e l vari iert w u r d e . B e i k e i -
ner dieser M e s s u n g e n w a r e in Hinweis au f P S I -Fluoreszenz z u entdecken. D i e i n d iesem 
Z u s a m m e n h a n g durchgeführten E x p e r i m e n t e weisen z u d e m auf eine Temperaturabhängig-
keit der W i r k u n g v o n D C M U h i n . 
In Übereinstimmung m i t der L i t e r a t u r w i r d daher die hier detektierte E m i s s i o n der F l u o r e s -
zenz aus den A n t e n n e n s y s t e m e n v o n P S I I zugeschrieben. D e r An r egu n gs t r an s f e r i m P S II 
läßt s ich d a m i t folgendermaßen charakter is ieren : 
• Für die K e r n a n t e n n e be i A . variabilis ergibt sich e in F l u o r e s z e n z m a x i m u m b e i 683 n m , 
während das N e b e n m a x i m u m bei ca . 650 n m den P h y c o b i l i s o m e n z u z u o r d n e n i s t . D i e 
S p e k t r e n v o n C. vulgaris u n d Chlorop las ten weisen n u r ein M a x i m u m be i 686 b z w . 
684 n m auf . D ies ist au f die E m i s s i o n aus L H C II u n d K e r n a n t e n n e zurückzuführen. 
• I m unbeeinflußten Z u s t a n d u n d be i R a u m t e m p e r a t u r g ibt T\ die Zeit w i e d e r , die für 
den E i n f a n g eines P h o t o n s , die W e i t e r l e i t u n g der A n r e g u n g z u m primären D o n o r u n d 
die L a d u n g s t r e n n u n g benötigt w i r d . B e i A . variabilis beträgt diese Ze i t e t w a 700 ps , 
be i C. vulgaris u n d C h l o r o p l a s t e n var i iert T\ zwischen 600 u n d 800 ps . 
• D u r c h Abkühlung auf 253 K k o m m t es z u Veränderungen i n der T h y l a k o i d m e m b r a n . 
B e i A . variabilis b e w i r k e n sie eine schlechtere A n k o p p l u n g der P h y c o b i l i s o m e n a n den 
K e r n b e r e i c h des P h o t o s y s t e m s I I . I m S p e k t r u m äußert s ich dies durch eine Verstärkung 
des N e b e n m a x i m u m s . D i e A b k h n g z e i t Ti vergrößert s ich au f W e r t e v o n 1.5 ns . D i e 
C h l o r e l l a - u n d C h l o r o p l a s t e n p r o b e n weisen keine Veränderungen der F luoreszenzspek -
t r e n be i Abkühlung auf. Dies k a n n nur dahingehend interpret ier t w e r d e n , daß hier 
L H C II u n d K e r n a n t e n n e i m P S I I s p e k t r a l gleich aufgebaut s i n d . 
• A u s E S R - E x p e r i m e n t e n k o n n t e n F . J . E . van M i e g h e m et a l . (1989) schließen, daß eine 
R e d u k t i o n des A k z e p t o r s Q ^ Z U einer B e h i n d e r u n g der L a d u n g s t r e n n u n g i m P S I I führt. 
Diese R e d u k t i o n k a n n sowohl m i t N a t r i u m d i t h i o n i t als auch d u r c h die B l o c k i e r u n g des 
E lekt ronentrans fe rs a n Q B m i t D C M U erreicht werden . D a die L a d u n g s t r e n n u n g als 
effektiver Quenchingprozeß wegfällt, s ind ein A n w a c h s e n der Fluoreszenzintensität auf 
den F m a : r - W e r t u n d eine Verlängerung der A b k h n g z e i t z u erwarten . Beides w u r d e hier 
i m E x p e r i m e n t beobachtet . D a m i t k a n n die v o n F . J . E . van M i e g h e m et a l . (1989) 
aufgestehte T h e o r i e bestätigt werden. 
• D i e hier e r m i t t e l t e lange A b k h n g z e i t r 2 i n der Größenordnung von e inigen ns läßt s ich 
be i C y a n o b a k t e r i e n , Grünalgen u n d C h l o r o p l a s t e n als p r o m p t e F luoreszenz v o n nicht 
angebundenen A n t e n n e n k o m p l e x e n ident i f iz ieren. I n Abhängigkeit von der Präparation 
ergibt s ich be i C h l o r o p l a s t e n e in v o n freiem C h l o r o p h y l l herrührender F l u o r e s z e n z a n t e i l . 
P h o t o s y s t e m I - Präparationen 
In der vor l iegenden A r b e i t w u r d e das F luoreszenzverhal ten von P S I-Präparationen zwischen 
670 u n d 800 n m i m T e m p e r a t u r b e r e i c h 2 K bis 285 K untersucht . D i e F luoreszenz inten -
sität fällt i n n e r h a l b v o n 25 ns n a c h einer A n r e g u n g auf die N u l l r a t e ab . D i e A n p a s s u n g des 
A b k l i n g e n s erfolgte, ana log z u m Vorgehen be i den i n t a k t e n Sys temen , m i t zwei E x p o n e n t i -
a l f u n k t i o n e n ( r i u n d r 2 ) . D i e wesentl ichen exper imentel len Ergebnisse s i n d : 
• P S I-Präparationen v o n S p i n a t u n d A. variabilis wiesen die gleichen spektra len C h a -
r a k t e r i s t i k a auf. D a s M a x i m u m der Fluoreszenz l iegt i m unbeeinflußten Z u s t a n d bei 
680 n m . E s ist au f die E m i s s i o n aus der K e r n a n t e n n e zurückzuführen. 
• E i n e verzögerte F luoreszenz k a n n bei keiner der P r o b e n beobachtet werden. D i e U n -
tersuchungen w u r d e n d a z u m i t Anregungspulsen von unterschiedl icher Länge bis i n 
den Ze i tbere i ch v o n 0.5 ms ausgedehnt. Z u r Erklärung w i r d ein M o d e l l vorgeschlagen, 
bei d e m die R e k o m b i n a t i o n nach einer L a d u n g s t r e n n u n g nicht über einen angeregten 
P 700* -Zus tand erfo lgt , sondern z u e inem T P 700 -Zustand führt. Dessen U b e r g a n g i n 
den G r u n d z u s t a n d konnte nicht beobachtet werden, d a er i m Infraroten erfolgt . 
• E i n e A n a l y s e der zeitaufgelösten Spektren bei verschiedenen Redoxzuständen der P r o -
ben erg ibt : die hier beobachtete E m i s s i o n muß, i m Gegensatz z u bisherigen Z u o r d n u n -
gen , der F luoreszenz aus A n t e n n e n s y s t e m e n m i t funkt ionierender A n b i n d u n g an den 
primären D o n o r P 700 zugeschrieben werden. 
• D u r c h die A n r e g u n g m i t e inem 15 ns -Laserpuls werden alle i n der P r o b e bef indl ichen 
R e a k t i o n s z e n t r e n ox id i e r t . D e r Einfluß der ox id ier ten Reakt ionszentren führt zu einer 
B l a u v e r s c h i e b u n g des F l u o r e s z e n z m a x i m u m s u m 4 n m auf 676 n m . D i e re lat ive Inten-
sität i m ro ten Spektra lbere i ch (700 bis 750 n m ) ist gegenüber reduzierten P r o b e n ver-
m i n d e r t . A u c h eine chemische O x i d a t i o n der P r o b e n m i t Ka l iumhexacyano fe r ra t ( I I I ) 
ergibt diese Versch iebung . 
D i e ox id ier ten P r o b e n weisen darüberhinaus eine deutl iche Verr ingerung der F luores -
zenzintensität auf. Dies k a n n i n U b e r e i n s t i m m u n g m i t Ergebnissen an Heliobacterium 
chlorum ( G . D e i n u m et a l . , 1991) d u r c h e in effizientes Quenchen der F luoreszenz durch 
den ox id i e r ten primären D o n o r erklärt werden. 
• B e i r e d u z i e r t e m primären D o n o r k a n n ein A n t e n n e n p i g m e n t beobachtet werden , dessen 
energetische Lage unter der v o n P 700 l iegt . 
A u s der In te rpre ta t i on von zeitaufgelösten Fluoreszenzspektren u n d A b k l i n g z e i t e n kann d a -
m i t folgendes M o d e l l für den Anregungstrans fer i m K e r n b e r e i c h des P h o t o s y s t e m s I aufge-
stel l t werden : 
• D i e A n r e g u n g w i r d i n der K e r n a n t e n n e des Photosys tems I innerha lb v o n ps über die 
M e h r z a h l der Antennenmoleküle verte i l t . 
• D e r Anregungs t rans f e r i n der K e r n a n t e n n e v o n P S I ist t r a p l i m i t i e r t . D i e A n r e g u n g 
k a n n den primären D o n o r wieder verlassen u n d führt eine ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g i n 
der A n t e n n e aus . 
• D i e charakter i s t i s che Zeit für diese ' r a n d o m - w a l k ' - B e w e g u n g liegt für 258 K be i 1 ns . 
• In u n m i t t e l b a r e r Nachbarschaf t z u m primären D o n o r befindet sich eine kle ine A n z a h l 
von Antennenmolekülen, deren energetische Lage unterha lb von P 700 anzusiedeln i s t . 
Diese unterstützen v e r m u t l i c h den Anregungstrans fer z u m primären D o n o r . 
• D e r ox id ier te primäre D o n o r , P 700+, quencht die F luoreszenz besser als der r e d u -
z ier te , P 700. Diese F u n k t i o n stellt eine S c h u t z v o r r i c h t u n g gegen Schädigungen d u r c h 
überschüssige Anregungsenerg ien dar . 
I n der vorhegenden A r b e i t wurde der Transfer von Anregungsenergie i n den A n t e n n e n s y s t e -
men v o n P h o t o s y s t e m I u n d P h o t o s y s t e m II untersucht . D a b e i w u r d e das F luoreszenz ver-
h a l t e n v o n P h o t o s y s t e m I z u m ersten M a l i n e inem ausgedehnten Wehenlängen- u n d T e m -
pera turbere i ch charakter i s i er t . A u f der G r u n d l a g e dieser M e s s u n g e n konnte e in M o d e h für 
den Anregungs t rans f e r i n der Kernantenne ersteht werden. In weiterführenden E x p e r i m e n t e n 
k a n n n u n die Gültigkeit dieses Modehes für andere P S I - art ige R e a k t i o n s z e n t r e n überprüft 
werden. 
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A 
Anhang 
A . l Puffer und Medien 
K n o p ' s c h e N ä h r l ö s u n g 
K N 0 3 0.4 g/1 
C a ( N 0 3 ) 2 0.1 g/1 
MgSC -4 0.1 g/1 
KH2PO4 0.1 g/1 
K C l 0.1 g/1 
F e C l 3 - 6 H 2 0 4.0 mg /1 
Spurenelementlösung 1 m l / 1 
(nach W . R . H a a g l a n d u n d W . C . Sn ider , 1933) 
A g a r - P l a t t e n 
D i e A g a r - P l a t t e n w u r d e n m i t K n o p ' s c h e r Nährlösung u n d 2 % A g a r A g a r hergestel lt . 
L ö s u n g I s o - S t a c k 
A n g a b e n für 500 m l Lösung: 
0.4 M Saccharose 
30 m M T r i c i n 
10 m M N a C l 
5 m M M g C l 2 
D i e Lösung w i r d m i t K O H ( I n ) au f p H 7.8 eingestellt . 
T T - P u f f e r 
20 m M T r i s - P u f f e r p H 8.1 ( T r i s - ( h y d r o x y m e t h y l ) - a m i n o m e t h a n , m i t H C l eingestel lt ) m i t 
0 . 1 % T r i t o n X 100 
A.2 Abkürzungen 
A. ANHANG 
A D P Adenos ind iphosphat 
A T P Adenos in t r iphosphat 
B C h l B akter i o ch lorophyh 
C h i C h l o r o p h y l l 
D C M U 3 (3 ,4 -Dich lorphenyl ) -1 ,1 -d imethy lharnsto f f ( D i u r o n ) 
F e S - Z e n t r u m Eisen-Schwefe l -Zentrum 
Fx, FA, F ß termina le A k z e p t o r e n i m P S I (FeS-Zentren) 
k D a K i l o d a l t o n 
L H C L i c h t s a m m e i k o m p l e x ( l ight harvest ing complex ) 
M W Moleku largewicht 
N A D P H reduziertes N i k o t i n a m i d - A d e n i n - D i n u k l e o t i d - P h o s p h a t 
P 6 8 0 / P 7 0 0 primärer D o n o r i m P S I b zw . P S I I 
P S I / P S II P h o t o s y s t e m I / I I 
Q A / Q B termina le A k z e p t o r e n i m P S I I ( C h i n o n e ) 
R Z R e a k t i o n s z e n t r u m 
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